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1 Einleitung  
 
In Zeiten stetigen Bevölkerungswachstums ist ein effektiver und nachhaltiger Anbau der welt-
weit bedeutendsten Nutzpflanzen zur Nahrungserzeugung - Weizen, Gerste, Reis, Mais, Kartof-
fel und Sojabohne - notwendig, um die steigende Nachfrage der Bevölkerung nach Grundnah-
rungsmitteln zu decken (Oerke, 1997, 2004). Bei limitierter landwirtschaftlich verfügbarer Fläche 
ist dies nur durch eine Steigerung der Ernteerträge möglich. Diese Ertragssteigerung kann zum 
einen durch eine erhöhte Primärproduktion mit Hilfe von neuen Pflanzensorten oder durch eine 
Minimierung der Ertragsverluste der heute angebauten Sorten geschehen. Da Nutzpflanzen 
meist als Monokulturen angebaut werden, sind sie von vielfältigen biotischen und abiotischen 
Schadfaktoren bedroht. Große Bedeutung hat hierbei der Befall der Pflanzen mit phytopathoge-
nen Erregern, wie z.B. Pilze, Bakterien und Viren aber auch mit tierischen und pflanzlichen 
Schädlingen (Jackson und Taylor, 1996; Knogge, 1996; Agrios, 1997; Schlösser, 1997). Histo-
risch gesehen ist die Bedeutung von Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschädlingen für die Er-
nährung des Menschen schon lange bekannt. So beschrieb bereits Theophrastus (371-287 vor 
Christus) Krankheitssymptome auf einer Vielzahl von Nutzpflanzen (Jackson und Taylor, 1996; 
Wöhrle, 2006) und auch in der Bibel wird immer wieder über verheerende Missernten und Hun-
gersnöte berichtet. Gegen Ende des 20. Jahrhunderts schätzten Oerke und Dehne (1997), dass 
etwa 17,5 % der möglichen Ernte weltweit durch die Auswirkungen verschiedenster Pflanzen-
krankheiten verloren gehen. Von allen pflanzlichen Pathogenen spielen Pilze dabei die wichtigs-
te Rolle (Knogge, 1996). Die Auswirkungen von Pilzinfektionen können zwar mittels leistungs-
fähiger Fungizide (Ishii, 2006) und durch Züchtung resistenter Hochertragssorten vermindert 
werden (Hammond-Kosack und Parker, 2003). Dies erzeugt jedoch einen starken Selektions-
druck, der Pathogene favorisiert, die Resistenzen gegen Fungizide erwerben bzw. die neue 
pflanzliche Resistenzen überwinden (Ishii, 2006).  
Eine erfolgversprechende Möglichkeit Krankheitsepidemien in Zukunft zu verhindern oder zu-
mindest einzuschränken, ist die Entwicklung neuer Werkzeuge, um unter Anwendung biotech-
nologischer Methoden dauerhaft resistente Pflanzen zu züchten. Unabdingbare Voraussetzung 
für die Herstellung solcher resistenter Hochleistungspflanzen ist ein grundlegendes Verständnis 
für pathogene Infektionsstrategien sowie das komplexe Abwehrsystem der Pflanzen. 
 
1.1 Das Abwehrsystem der Pflanzen 
Pflanzen sind in ihrer Umgebung dem ständigen Angriff einer Vielzahl potentieller Krankheitser-
reger mit verschiedensten Infektionsstrategien und Ernährungsformen ausgesetzt (Michelmore 
und Meyers, 1998; Mysore und Ryu, 2004; Lipka et al., 2008). Erstaunlicherweise ist die Er-
krankung einer Pflanze in der Natur jedoch die Ausnahme (Jafary et al., 2008; Lipka et al., 
2008). Gegen den Großteil aller möglichen Pathogene sind Pflanzen resistent, d.h. sie bleiben 
weitgehend gesund (Ellis, 2006). Im Laufe der Evolution ist es nur vereinzelten Organismen 
gelungen, die Mechanismen dieser sogenannten Basisinkompatibilität bei einzelnen Pflanzenar-
ten zu umgehen und sie als Wirt-Pflanzen zu besiedeln (Wirt-Interaktion) (Kombrink und Soms-
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sich, 1995; Neu et al., 2003). Andere Pflanzen sind dagegen gegen den Angriff dieser Pathoge-
ne durch Mechanismen der Nichtwirt-Resistenz geschützt (Nichtwirt-Interaktion). Im coevoluti-
ven Gegenzug kam es bei Wirt-Pflanzen zur Entwicklung von Abwehrmechanismen gegen 
adaptierte Wirt-Pathogene. Auf diese Weise entstanden spezifische Resistenzen gegenüber 
individuellen Pathogenrassen, die sogenannten Wirt-Resistenzen oder rassen-/sorten-
spezifischen Resistenzen (Somssich, 1998). In einer Art coevolutivem Wettstreit befindet sich 
die Interaktion von Pflanzen und Mikroorganismen auch heute noch im stetigen Wandel (Heath, 
1991; Kareiva, 1999).  
 
1.1.1 Formen von Resistenz bei Pflanzen 
1.1.1.1 Nichtwirt-Resistenz 
Die Nichtwirt-Resistenz (NWR) ist die häufigste Form der Krankheitsresistenz von Pflanzen und 
wirkt effektiv gegen den Großteil aller potentieller Pflanzenpathogene (Kang et al., 2003; Mel-
lersh und Heath, 2003). Aufgrund ihrer Stabilität und Dauerhaftigkeit unter Feldbedingungen ist 
sie eine interessante Ressource für die biotechnologische Züchtung resistenter Nutzpflanzen 
(Neu et al., 2003; Thordal-Christensen, 2003; Ellis, 2006) und könnte neue, vielversprechende 
Ansätze zur Krankheitskontrolle im Feldanbau schaffen (Holub und Cooper, 2004; Ellis, 2006). 
Trotz ihres großen wissenschaftlichen Potentials sind die Grundlagen der NWR bisher jedoch 
nur relativ schlecht verstanden (Kang et al., 2003; Neu et al., 2003; Mysore und Ryu, 2004). 
Hier besteht also ein erheblicher Forschungsbedarf. 
Definitionsgemäß handelt es sich bei der NWR um die Resistenz einer Pflanzenart gegen alle 
Individuen einer Pathogenart, für die diese Pflanzenart kein Wirt ist (Heath, 2001). Anders aus-
gedrückt sind Pathogene, die Krankheiten auf Erbsen hervorrufen, im Normalfall nicht in der 
Lage andere Pflanzenarten, beispielsweise Gerste, zu befallen. Im einfachsten Fall verhält sich 
eine Pflanze gegenüber einem Pathogen als Nichtwirt, wenn das Pathogen aufgrund fehlender 
genetischer Prädisposition nicht in der Lage ist die Pflanze zu penetrieren. Holub und Cooper 
(2004) beschrieben diese Form der NWR als konstitutive oder passive Immunität der Pflanze 
(Typ 1 der NWR) und grenzten sie klar von einem Typ 2 ab, der durch präformierte oder indu-
zierte Abwehrmechanismen der Pflanze bedingt wird. Auch die Unfähigkeit eines Pathogens die 
pflanzliche Abwehr zu supprimieren kann zu diesem Typ 2 der NWR gezählt werden. Demnach 
kann die NWR einerseits als Fähigkeit der Pflanze ein Pathogen abzuwehren oder aber als Un-
fähigkeit des Pathogens eine Pflanze als Wirt zu nutzen, betrachtet werden (Heath, 2001). Ist 
ein Pathogen, wie bei Typ 2 der NWR, generell in der Lage eine Pflanze zu penetrieren, sind 
Nichtwirt- und Wirt-Resistenz mechanistisch nur schwer zu unterscheiden. Thordal-Christensen 
(2003) stellte in einer Studie fest, dass Wirt- und Nichtwirt-Pathogene innerhalb der Pflanze den 
selben sequentiell angeordneten Abwehrmechanismen ausgesetzt sind. Während jedoch bei 
der Wirt-Interaktion alle Barrieren überwunden werden und sich das Pathogen in der Pflanze 
etablieren kann, werden im Resistenzfall sowohl Nichtwirt- als auch Wirt-Pathogen von einem 
dieser Hindernisse gestoppt. Das Prinzip der „induced accessibility“ (induzierte Anfälligkeit) 
zeigt darüber hinaus, dass Wirt- und Nichtwirt-Interaktion schwer voneinander abzugrenzen 
sind. So kann die Primärinfektion einer Pflanze mit einem Wirt-Pathogen die NWR gegenüber 
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obligat biotrophen Krankheitserregern in vielen Fällen vollständig aufheben (Prats et al., 2006; 
Cooper et al., 2008). Das Wirt-Pathogen supprimiert hierbei die Abwehr der Pflanze, induziert 
deren Anfälligkeit und ermöglicht es so dem Nichtwirt-Pathogen die Pflanze zu besiedeln (Holub 
und Cooper, 2004). Demnach kann sich ein Nichtwirt-Pathogen unter geeigneten Bedingungen 
durchaus auch auf einer Nichtwirt-Pflanze reproduzieren. Es ist also die pflanzliche Resistenz, 
die dies verhindert und nicht eine Unfähigkeit des potentiellen Pathogens, diese Pflanze als 
Nahrungsressource auszubeuten. 
Im Zuge intensiver Grundlagenforschung wurden bereits eine Vielzahl an Nichtwirt-
Interaktionen analysiert (Parker et al., 1996; Mellersh und Heath, 2003; van Wees und Gla-
zebrook, 2003). Letztendlich scheint die Bedeutung der Abwehrmechanismen, die zur Resis-
tenz einer Pflanze führen, von einem zum anderen Pathosystem zu variieren und abhängig von 
der coevolutiven Geschichte von Pathogen und Pflanzenart zu sein (Heath, 2002). Ein einheitli-
cher, für alle Interaktionssysteme geltender Mechanismus wurde bisher nicht gefunden. Zahl-
reiche Studien weisen darauf hin, dass die Steuerung der NWR im Allgemeinen unter komple-
xer genetischer Kontrolle zu stehen scheint und ihre Ausprägung eine Vielzahl verschiedener 
Abwehrmechanismen der Pflanze beinhalten kann (Heath, 2000a; Holub und Cooper, 2004).  
Ein vielversprechender Ansatz zur Erforschung der NWR ist die Verwendung des Modellsys-
tems zwischen der vollständig sequenzierten Wildpflanze Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) 
und dem Echten Mehltau von Getreide, Blumeria graminis (Bg) (Ellis, 2006) (Lebenszyklus Bg 
s. Kapitel 1.2.1). In diesem System konnten bereits wichtige Basiskomponenten der NWR iden-
tifiziert werden (Ellis, 2006). Grundsätzlich greift die NWR von Arabidopsis gegen Bgh (Echter 
Mehltau von Gerste, Bg f.sp. hordei) sowohl in die prä- als auch die postinvasive Phase der 
Infektion ein (Lipka et al., 2005). Hierbei wird in 90 % der Fälle eine Penetration des Pathogens 
durch die Ausbildung von Penetrationsbarrieren unterbunden, in 10 % der Fälle kommt es da-
gegen zwar zur Bildung von Haustorien, diese werden jedoch in Callose eingekapselt und die 
betroffene Zelle stirbt ab (Ellis, 2006). Bei Mutantenstudien wurden nun Gene entdeckt, die für 
eine vollständige Ausprägung der Penetrationsresistenz von Arabidopsis gegen Bgh benötigt 
werden (Pen1, Pen2, Pen3) (Collins et al., 2003; Lipka et al., 2005; Stein et al., 2006). Von die-
sen Genen kodiert Pen1 für ein Membran-assoziiertes Syntaxin mit einer SNARE-Domäne. 
Syntaxine gehören zu einer großen Proteinfamilie, die in Membranfusionsprozesse und Sekre-
tion involviert ist (Collins et al., 2003; Assaad et al., 2004). Da SNARE-Proteine darüber hinaus 
eine Schlüsselrolle im Vesikeltransport eukaryotischer Zellen spielen (Bonifacino und Glick, 
2004), ist eine Beteiligung von Vesikeltransport-Vorgängen und Membranfusionen an der Aus-
prägung der Präpenetrationsresistenz im Rahmen der Nichtwirt-Interaktion wahrscheinlich 
(Lipka et al., 2005). Des Weiteren scheinen eine durch Pen2 kodierte Glycosyl-Hydrolase und 
ein durch Pen3 kodiertes ABC (ATP-binding cassette) Transporter Protein einen wichtigen Bei-
trag zur NWR zu liefern (Lipka et al., 2005; Stein et al., 2006). Bei Einzelmutationen in einem 
der drei Pen-Gene kommt es zwar zu einer vermehrten Haustorienbildung des Pilzes, aber zu 
keiner Reproduktion des Pathogens (Ellis, 2006). Erst die Kombination von Mutationen in Pen2 
und Genen, die die Postpenetrationsresistenz beeinflussen, z.B. PAD4 (phytoalexin deficient 4) 
und SAG101 (senescence-associated gene 101), führt dazu, dass die postinvasive Resistenz 
zum Teil gebrochen wird und der Echte Mehltau der Gerste sich auf Arabidopsis reproduzieren 
kann. Eine Nichtwirt-Interaktion konnte auf diese Weise in eine Wirt-Interaktion umgewandelt 
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werden (Lipka et al., 2005). Interessanterweise wurde mit dem Gen Ror2 von Gerste, einem 
funktionellen Homolog zu Pen1 von Arabidopsis, bereits zuvor ein Gen identifiziert, das für die 
Penetrationsresistenz von Gerste gegen Isolate des Echten Getreidemehltaus bedeutend ist 
(Trujillo et al., 2004b). Auch diese Daten weisen auf eine mechanistische Überlappung von 
Wirt- und NWR und außerdem auf konservierte Abwehrmechanismen in mono- und dikotylen 
Pflanzen gegen biotrophe Pilze hin. 
 
1.1.1.2 Wirt-Resistenz 
Die Wirt-Resistenz wirkt im Gegensatz zur NWR in der Regel rassen-/sortenspezifisch, d.h. eine 
Pflanzensorte (Subpopulation einer Pflanzenart) ist resistent gegen eine Pathogenrasse (Sub-
population einer Pathogenart). Beispielsweise reagieren Gerstensorten, die das Resistenzgen 
Mla12 tragen, resistent gegen die Rasse des Echten Gerstenmehltaus BghA6 (Hückelhoven 
und Kogel, 1998). Die Wirt-Resistenz ist viel spezifischer als die NWR und wird unter Feldbe-
dingungen durch den Selektionsdruck, der auf Pathogenpopulationen einwirkt, häufig innerhalb 
kurzer Zeit gebrochen. Im Gegensatz zur NWR sind die molekularen Grundlagen der Wirt-
Resistenz in vielen Fällen gut untersucht (Mysore und Ryu, 2004).  
Wirt-Resistenz-Reaktionen basieren in den meisten Fällen auf einer spezifischen Erkennung 
des Pathogens durch das Immunsystem der Pflanze. Dies ist grundsätzlich vergleichbar mit der 
Erkennung pathogener Strukturen durch Zellen des Immunsystems von Tieren. Jedoch be-
sitzen Pflanzen im Gegensatz zu Tieren, trotz ihrer offensichtlichen Wehrhaftigkeit gegen den 
Großteil aller Pathogene, kein anpassungsfähiges Immunsystem mit spezifischen Abwehrzellen 
(Michelmore und Meyers, 1998; Jones und Dangl, 2006). Stattdessen sind sie auf das angebo-
rene Immunsystem jeder einzelnen Zelle sowie auf systemische Signale, die ausgehend von 
Infektionsstellen in der Pflanze weitergeleitet werden, angewiesen (Chisholm et al., 2006; Jones 
und Dangl, 2006). Auslöser der pflanzlichen Immunantwort sind Moleküle der Pathogene, so-
genannte Effektoren, die der Pflanze direkt oder indirekt die Anwesenheit des Pathogens an-
zeigen (Hammond-Kosack und Parker, 2003; Jones und Dangl, 2006; Bent und Mackey, 2007). 
Effektoren können relativ konservierte Moleküle sein, die in allen Mikroorganismen vorkommen 
und als MAMPS oder PAMPS (microbe/pathogen-associated molecular patterns) bezeichnet 
werden. Zusätzlich werden von vielen Pathogenen Effektoren produziert, die charakteristisch für 
spezifische Pathogenrassen sind. Jones und Dangl (2006) fassten in einem Zick-Zack Modell 
(Abbildung 1.1) die aktuelle Vorstellung von der Funktionsweise des pflanzlichen Immunsys-
tems sehr anschaulich zusammen. In diesem Modell wird davon ausgegangen, dass PAMPs 
bzw. MAMPs der Mikroorganismen durch transmembrane PRRs (pattern recognition receptors) 
der Pflanzen erkannt werden und daraus eine basale, PAMP-vermittelte Immunität resultiert 
(PAMP-triggered immunity, PTI). Mit Hilfe von weiteren Effektormolekülen, welche Pathogenität 
bewirken, können Pathogene diese PTI überwinden und eine Effektor-vermittelte Anfälligkeit 
(effector-triggered susceptibility, ETS), die Wirt-Interaktion, etablieren. Im Gegenzug können die 
Effektoren durch Resistenzgenprodukte der Pflanze, die sich häufig durch typische LRR-
Domänen (leucine-rich-repeat, LRR) auszeichnen, erkannt werden und in Folge eine Effektor-
vermittelte Immunität (effector-triggered immunity, ETI) auslösen. Bei der ETI handelt es sich 
prinzipiell um eine verstärkte PTI-Antwort, die auch von einem lokalen Absterben der Zellen 
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(hypersensitive Reaktion) an der Infektionsstelle begleitet werden kann. Die ETI bildet die 
Grundlage der rassen-/sortenspezifischen Wirt-Resistenz. Im Weiteren kann es im Rahmen der 
evolutiven Anpassung und natürli-
chen Selektion zu einer Weiterent-
wicklung oder Neubildung patho-
gener Effektormoleküle und damit 
zu einer Überwindung der ETI 
durch das Pathogen kommen 
(ETS2), sowie im Gegenzug zur 
entsprechenden Anpassung von 
R-Genen und erneuten Etablierung 
einer ETI (ETI2) durch die Pflanze. 
Das Zick-Zack Schema verdeut-
licht somit den coevolutiven Rüs-
tungswettlauf zwischen pathoge-
nem Angriff und pflanzlicher Ab-
wehr (Abbildung 1.1).  
Die rassen-/sortenspezifische Wirt-
Resistenz wurde lange Zeit auf molekularer Ebene durch die Gen-für-Gen-Hypothese nach Flor 
erklärt (Flor, 1942, 1971). Dabei wurden Resistenzgenen auf Seiten der Pflanzen korrespondie-
rende Avirulenzgene auf Seiten der Pathogene gegenüber gestellt (Jones und Dangl, 2006; 
Sanabria et al., 2008). Nur wenn funktionale Resistenz- sowie Avirulenzgene vorhanden sind, 
kommt es zur Resistenz der Pflanze bzw. Avirulenz des Pathogens. Zunächst wurde davon 
ausgegangen, dass die R-Proteine als Rezeptoren der Avr-Proteine (Effektoren) fungieren und 
eine direkte physikalische Interaktion erfolgt. Dies konnte in einzelnen Fällen auch konkret 
nachgewiesen werden (Jia et al., 2000; Deslandes et al., 2003; Dodds et al., 2006; Ellis et al., 
2007). Die Mehrzahl der Untersuchungen führte jedoch zu dem Schluss, dass einzelne R-
Proteine in der Lage sind, mehrere verschiedene Avr-Proteine zu erkennen. Beispielsweise 
können Stämme des bakteriellen Pathogens Pseudomonas syringae, die das AvrRpm1-Gen 
tragen, HR in RPM1-exprimierenden 
Arabidopsis induzieren. RPM1-ab-
hängige HR kann aber auch von dem 
mit AvrRpm1 nicht sequenzverwand-
ten Gen AvrB vermittelt werden 
(Mackey et al., 2002). Durch direkte 
Protein/Protein- Interaktion von R- 
und Avr-Protein konnte dieses Phä-
nomen nicht erklärt werden. Daher 
wurde die Gen-für-Gen-Hypothese 
nach Flor zu der Guard-Hypothese 
erweitert (Dangl und Jones, 2001).  
 
 
 
Abbildung 1.1: Das Zickzack-Schema illustriert die quantitative Leistung 
des pflanzlichen Immunsystems.  
        PTI = PAMP-triggered immunity;  ETS = effector-triggered suscepti-
bility; ETI = effector-triggered immunity; HR = hypersensitive Reak-
tion. (abgewandelt nach Jones et al., 2006) 
 
 
 
Abbildung 1.2: Anwendung der Guard-Hypothese auf die RPM1-
vermittelte Resistenz von  Arabidopsis.  
       (abgewandelt nach Schneider et al., 2002) 
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Die Guard-Hypothese weist den R-Proteinen eine Wächter (guard)-Funktion in der Pflanzenzel-
le zu. Sie sind demnach in der Lage verschiedene, durch Pathogene hervorgerufene physiolo-
gische Veränderungen der Zelle zu detektieren, sodass die Pflanze ihr durch das Pathogen 
verändertes Selbst („pathogen-induced modified self“) und damit indirekt das Pathogen wahr-
nehmen kann (Dangl und Jones, 2001; Schneider, 2002; Jones und Dangl, 2006). Nach der 
Guard-Hypothese kann RPM1 von Arabidopsis Veränderungen des zellulären Proteins RIN4 
durch die Avirulenzgenprodukte AvrRpm1 und AvrB feststellen (Abbildung 1.2). RPM1 dient 
also als Wächter von RIN4 und muss nicht in direkten physikalischen Kontakt mit AvrRpm1 
oder AvrB treten (Mackey et al., 2002). Die Fähigkeit mittels eines Resistenzgenproduktes die 
Anwesenheit verschiedener Avirulenzgenprodukte detektieren zu können, erweitert das Spek-
trum von Pathogenrassen, die durch ein Resistenzgen erkannt werden können, erheblich.  
 
1.1.2 Abwehrmechanismen der Pflanzen 
Pflanzen besitzen ein vielfältiges Arsenal an verschiedenen Abwehrmechanismen, mit denen 
sie dem Angriff von potentiell pathogenen Organismen begegnen können. Allgemein wird die 
präformierte oder konstitutiv in der Pflanze präsente Abwehr von der induzierten, nur nach Pa-
thogenerkennung aktivierten Abwehr unterschieden (Kombrink und Somssich, 1995; Odjakova, 
2001; Hammond-Kosack und Parker, 2003). In Reaktion auf den Angriff von Wirt- bzw. Nicht-
wirt-Pathogenen setzen Pflanzen grundsätzlich ein ähnliches Spektrum an Abwehrreaktionen 
ein. Hier scheinen Stärke sowie zeitliche Koordinierung der Abwehr über Anfälligkeit und Resis-
tenz der Pflanze zu bestimmen (Thordal-Christensen, 2003).  
 
1.1.2.1 Präformierte Barrieren 
Präformierte Barrieren werden häufig als eine „erste Abwehrlinie“ der Pflanzen gegen eindrin-
gende Pathogene beschrieben (Thordal-Christensen, 2003). Prinzipiell ist diese konstitutiv vor-
handene Abwehr, wie z.B. die Beschaffenheit der pflanzlichen Oberfläche, die pflanzliche Zell-
wand, antimikrobiell wirkende Enzyme sowie sekundäre Metaboliten, theoretisch gut geeignet, 
um einen Pathogenangriff im frühstmöglichen Stadium abzuwehren. Insgesamt ist allerdings 
über die konkrete Bedeutung der präformierten Barrieren für die pflanzliche Abwehr relativ we-
nig bekannt (Thordal-Christensen, 2003).  
Der erste Kontakt von Pathogen und Pflanze findet in der Regel auf der pflanzlichen Oberfläche 
statt. Viele Pathogene sind hier auf spezifische Signale angewiesen, die ihre Zelldifferenzierung 
induzieren und die Expression essentieller Pathogenitätsgene bewirken. Zum Beispiel benöti-
gen Rost-Pilze die spezifische Topographie der Pflanzenoberfläche, um ihre Infektionsstruktu-
ren zu differenzieren (Hoch et al., 1987). Ebenso wurde gezeigt, dass die Zusammensetzung 
des Oberflächenwachses einen Einfluss auf die Appressoriumentwicklung von Bgh hat (Tsuba, 
2002). Ist die pflanzliche Oberfläche als erste präformierte Barriere überwunden und das Pa-
thogen dringt in die Pflanze ein, stellen die sogenannten Phytoanticipine eine weitere Barriere 
dar. Dies sind sekundäre, antimikrobiell wirkende Metaboliten, die in ihrer aktiven Form oder 
einer aktivierbaren Vorform in der Pflanze konstitutiv vorhanden sind (VanEtten et al., 1994; 
Osbourn, 1999). Häufig akkumulieren Phytoanticipine in äußeren Zellschichten, was vermuten 
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lässt, dass sie spezifisch auf eindringende Pathogene einwirken (Osbourn, 1996). Es gibt aber 
auch Beispiele für diffundierbare Phytoanticipine, wie z.B. Catechol, die vermutlich Pathogen-
wachstum auf der Oberfläche von Pflanzen beeinflussen. Da die Anticipine überwiegend in Va-
kuolen oder Zellorganellen gesunder Pflanzen lokalisiert sind, kommt das eindringende Patho-
gen umso stärker mit ihnen in Kontakt je mehr es eine Pflanzenzelle beschädigt. Biotrophe Pa-
thogene, die auf lebendes Gewebe angewiesen sind und die Zellen nur geringfügig verletzen, 
setzen im Normalfall wesentlich weniger Phytoanticipine frei als Nekrotrophe, die sich von totem 
Gewebe ernähren (Osbourn, 1996). Phytoanticipine können den verschiedensten chemischen 
Stoffklassen angehören (Osbourn, 1996, 1999). In Gerste kommen die sogenannten Hordatine 
als „Hordeum-spezifische präformierte sekundäre Metaboliten“ vor. Hordatine sind entweder 
Homodimere des Coumaroylagmatins (Hordatin A) oder Heterodimere von Coumaroylagmatin 
und Feruloylagmatin (Hordatin B) (Batchu et al., 2006). Sie besitzen eine starke antimikrobielle 
Aktivität in vitro, die auf verschiedenste Pathogene wirkt (Smith, 1978; Batchu et al., 2006). 
Studien belegen, dass Hordatin A und B als präformierte Komponenten an den Abwehrreaktio-
nen von Sämlingen beteiligt sind (Smith, 1978). In älteren Pflanzen ist die Akkumulation von 
Coumaroylagmatin-Derivaten nach Pathogenangriff zusätzlich noch induzierbar (Smith, 1978; 
von Röpenack et al., 1998). 
 
1.1.2.2 Induzierbare Abwehrmechanismen 
Die Aktivierung von induzierbaren Abwehrmechanismen der Pflanze setzt zunächst die Erken-
nung eines angreifenden Pathogens und infolgedessen die Aktivierung intrazellulärer 
Signaltransduktionskaskaden voraus (Kapitel 1.1.1.2) (Nürnberger, 1999; Odjakova, 2001). Ge-
nerell sind die meisten induzierbaren Abwehrreaktionen die Folge der Aktivierung spezifischer 
Gene (Dixon, 1994; Mehdy, 1994; Kombrink und Somssich, 1995) und damit einer de novo Pro-
teinsynthese. Diese neu synthetisierten Proteine können direkt oder indirekt Einfluss auf die 
Pathogenentwicklung nehmen.  
Zu den sehr frühen Reaktionen auf Pathogenbefall gehören unter Anderem veränderte Io-
nenflüsse über die Zellmembran (Nürnberger et al., 1994; McDowell und Dangl, 2000), Umlage-
rungen des Aktincytoskeletts (Opalski et al., 2005), Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Mehdy, 
1994; McDowell und Dangl, 2000), Calloseablagerungen (Jørgensen, 1992) und das program-
mierte Absterben einzelner Zellen (hypersensitive Reaktion) (Mehdy, 1994). Im Folgenden soll 
ausführlich auf ausgewählte induzierte Abwehrmechanismen eingegangen werden. 
 
Expression Abwehr-assoziierter Gene 
Die Aktivierung des Signaltransduktionsnetzwerks einer Pflanze nach Pathogenerkennung zieht 
eine Umprogrammierung des gesamten Zellstoffwechsels mit einschneidenden Veränderungen 
in der Genaktivität nach sich (Kombrink und Somssich, 1995; Odjakova, 2001). Pflanzen besit-
zen eine Vielzahl Abwehr-assoziierter Gene. Zu diesen gehören außer den klassischen Re-
sistenzgenen und Genen, die direkt für Proteine der Signaltransduktion kodieren, auch Gene, 
deren Produkte erst nach der eigentlichen Signaltransduktionskaskade wirken. Zu den Abwehr-
assoziierten Proteinen zählt man die sogenannten PR-(pathogenesis-related) Proteine (van 
Loon und van Strien, 1999), Enzyme die an der Phytoalexinsynthese beteiligt sind oder zum 
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Schutz gegen oxidativen Stress wirken, Reparaturenzyme sowie viele kleine Peptide mit anti-
mikrobieller Wirkung (z.B. Defensine, Lipid Transfer Proteine) (Odjakova, 2001).  
PR-Proteine, eine große und vielfältige Gruppe verschiedenster Proteine der Wirtpflanze 
(Stevens et al., 1996), werden spezifisch durch einen Pathogenangriff oder vergleichbare 
Stress-Situationen induziert (van Loon, 1994). Ihre Akkumulation macht quantitativ die größte 
Veränderung in der Protein-Zusammensetzung einer Zelle während einer hypersensitiven Re-
aktion aus (Fritig et al., 1998). Im Allgemeinen sind induzierbare PR-Proteine meist saure Pro-
teine, die in den interzellulären Raum sekretiert werden (van Loon, 1997). Außerdem kommen 
basische PR-Proteine in relativ geringen Mengen in der Vakuole vor. Die meisten PR-Proteine 
wirken schädigend auf verschiedene Strukturkomponenten des Pathogens (Stevens et al., 
1996; Odjakova, 2001; Hückelhoven, 2007). Trotz dieser antimikrobiellen Aktivität der Proteine 
hat die Überexpression von PR-Genen nur in einigen Fällen einen Einfluss auf die Ausprägung 
von Pflanzenkrankheiten (van Loon et al., 2006). Bei der transienten Transformation von Wei-
zenblättern konnte beispielsweise kein Effekt eines thaumatin-ähnlichen Proteins, des Proteins 
WIR1 und einer Glucanase auf die Infektion mit Bgh festgestellt werden. Dagegen wurde die 
Penetration des Pilzes durch das Protein WCI5, eine Chitinase, eine Glucose-Oxidase, eine 
putative Peroxidase sowie durch Mitglieder der Germin-ähnlichen Genfamilie signifikant redu-
ziert (Schweizer, 1999; Schweizer et al., 1999). Diese Ergebnisse sowie die Tatsache, dass 
PR-Proteine auch während kompatiblen Interaktionen (Gregersen et al., 1997; Jarosch et al., 
2003), Seneszenz, Kältestress oder Entwicklungsvorgängen exprimiert werden, lassen auf eine 
wichtige aber nicht zwingend Abwehr-spezifische Funktion der PR-Proteine für die Pflanze 
schließen (van Loon et al., 2006).  
 
Aktincytoskelett 
Die Effektivität vieler pflanzlicher Abwehrmechanismen ist in hohem Maß von Transportprozes-
sen innerhalb der Pflanzenzelle abhängig (Hückelhoven, 2007). Transport und Sekretion von 
Substanzen, die mit der Abwehr assoziiert sind, setzt dynamische Veränderungen von Mem-
bransystem und Cytoskelett der Zelle voraus. Viele Studien zeigen eindrucksvoll, dass auf den 
Befall von Pflanzen mit pilzlichen Pathogenen drastische Veränderungen in der Organisation 
des Cytoskeletts folgen (Kobayashi et al., 1997b; Opalski et al., 2005; Miklis et al., 2007). Hier-
bei wird das Cytoskelett bestehend aus Mikrotubuli und Aktinfilamenten komplett neu arrangiert 
und auf die Infektionsstelle polarisiert. Es dient als eine Art Schienensystem, auf dem Zellorga-
nellen und Vesikel auf dem schnellsten Weg zu ihrem Bestimmungsort transportiert werden 
können (Opalski et al., 2005; Miklis et al., 2007).  
Die Umlagerung von Aktinfilamenten in Reaktion auf Pathogenbefall wurde bereits in vielen 
verschiedenen Pathosystemen beobachtet und unter Anderem bei der Interaktion von Gerste 
mit Pilzen des Echten Mehltaus mit Resistenz assoziiert. So kommt es beispielsweise bei der 
Nichtwirt-Interaktion von Gerstenkoleoptilzellen mit Erysiphe pisi, dem Echten Mehltau der Erb-
se, zu einer radialen Anordnung der Aktinfilamente um die Infektionsstelle (Kobayashi et al., 
1997b). Im Gegensatz dazu sind bei der kompatiblen Interaktion der Pflanze mit dem Gersten-
mehltau Bgh nur selten vergleichbare Umlagerungen zu beobachten (Opalski et al., 2005). Da-
rüberhinaus können nach Cytochalasin-Applikation (Inhibitor der Aktin-Polymerisation) viele 
Echte Mehltaupilze, die normalerweise nicht oder nur selten Nichtwirt-Pflanzen penetrieren, die 
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Penetrationsbarriere überwinden und Haustorien in den Pflanzen etablieren (Kobayashi et al., 
1997b; Kobayashi und Hakuno, 2003). 
 
Reaktive Sauerstoffspezies 
Eine frühe Reaktion von Pflanzenzellen auf einen Pathogenangriff ist die schnelle und transien-
te Bildung großer Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) 
(Nürnberger et al., 1994; Wojtaszek, 1997). Dieser sogenannte „oxidative burst“ ist eine zentra-
le Komponente der pflanzlichen Abwehrmaschinerie (Lamb und Dixon, 1997) und eng verknüpft 
mit der hypersensitiven Reaktion (Mehdy, 1994; Lamb und Dixon, 1997; Heath, 2000b). Die 
wichtigsten Komponenten des „oxidative burst“ sind die reaktiven Sauerstoffradikale Superoxid 
(O2
-), Wasserstoffperoxid (H2O2) sowie freie Hydroxylradikale (OH
●), die aus atmosphärischem 
Sauerstoff extrazellulär gebildet werden. Die Beteiligung einer in der Plasmamembran lokalisier-
ten NADPH-Oxidase und/oder einer im Apoplasten lokalisierten Peroxidase an der Radikalbil-
dung wird seit Jahren kontrovers diskutiert (Wojtaszek, 1997; Somssich, 1998).  
Funktionen der ROS in der pflanzlichen Abwehr sind vielfältig. So wirken die Sauerstoffradikale 
toxisch und können das Pathogenwachstum direkt beeinflussen. Beispielsweise wurde gezeigt, 
dass die Sporenkeimung verschiedener pilzlicher Pathogene durch H2O2 inhibiert wird (Pen, 
1992). Andererseits können ROS zum pflanzlichen Zelltod während der HR beitragen (Mehdy, 
1994) und damit indirekt Einfluss auf das Pathogenwachstum nehmen. Extrazellulär können 
ROS durch H2O2-vermittelte oxidative Vernetzung spezifischer Strukturproteine zu einer Ver-
stärkung der Zellwand gegen Pathogenbefall beitragen und das Eindringen eines Pathogens 
erschweren (Bradley et al., 1992). Außerdem kann das membranpermeable H2O2 intrazellulär 
als sekundärer Botenstoff direkt oder indirekt auf die Expression von Genen der pflanzlichen 
Abwehrmaschinerie wirken (Mehdy, 1994; Hückelhoven, 2007). In verschiedenen Systemen 
konnte darüber hinaus ein direkter Einfluss der ROS auf die Bildung von Phytoalexinen nach-
gewiesen werden (Apostol et al., 1989). 
Wie zahlreiche Studien belegen haben ROS einen zentralen Einfluss auf die Interaktion von 
Pflanzen mit pilzlichen Pathogenen, z.B. dem Echten Getreidemehltau Bg (Hückelhoven, 2001; 
Mellersh et al., 2002). So gibt es beispielsweise bei inkompatiblen Interaktionen von Gerste und 
Weizen mit Isolaten von Bg Hinweise auf distinkte Funktionen von Superoxid und Wasserstoff-
peroxid bei der Pathogenabwehr (Trujillo et al., 2004a). Insbesondere akkumuliert Wasserstoff-
peroxid verstärkt in Zellwandappositionen penetrationsresistenter Pflanzen (Hückelhoven et al., 
1999; Hückelhoven, 2001). 
 
Strukturelle Barrieren 
Eine wichtige strukturelle Barriere, die Pathogene beim Eindringen in die Pflanze überwinden 
müssen, ist die pflanzliche Zellwand. Diese kann in Reaktion auf einen Pathogenangriff auf ver-
schiedene Weisen modifiziert werden (Hückelhoven, 2007). So sind Pflanzen in der Lage, durch 
Lignifizierung die Zellwand druckstabiler und wasserabweisender zu gestalten und damit so-
wohl das Eindringen von Pathogenen mittels Appressorien zu erschweren (Bechinger et al., 
1999), als auch die Anfälligkeit der Zellwand gegen zellwandabbauende Enzyme zu senken. 
Des Weiteren können, wie oben beschrieben, reaktive Sauerstoffspezies mittels einer Peroxi-
dase-abhängigen Lignifizierung (Hückelhoven, 2007) und durch Protein-Vernetzungsreaktionen 
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(Bradley et al., 1992) die Zellwand verstärken. Eine in vielen verschiedenen Pflanzen zu beo-
bachtende, durch Pathogene induzierbare Reaktion ist die Ausbildung von lokal begrenzten 
Zellwandappositionen, den sogenannten Papillen. Papillen werden von der Pflanze zwischen 
Zellwand und Plasmamembran an potentiellen Penetrationsstellen des Pilzes gebildet (Heath, 
1980; Thordal-Christensen, 2003). Die Zusammensetzung von Papillen spiegelt in gewisser 
Weise die Zellwandzusammensetzung der jeweiligen Pflanze wieder. Als Hauptkomponenten 
der Papillen wurden z. B. Callose und Lignin gefunden (Aist, 1976; Heath, 1980).  
Gut untersucht sind Papillen, die in der Interaktion von Gerste mit dem Getreidemehltau Bg ge-
bildet werden. Hier treten sie sowohl in der Nichtwirt-Interaktion zwischen Gerste und Bgt (Bg 
f.sp. tritici) (Hückelhoven, 2001; Trujillo et al., 2004a; Trujillo et al., 2004b) als auch bei der 
nicht-rassenspezifischen mlo-Resistenz von Gerste gegen alle Isolate von Bgh auf 
(Freialdenhoven et al., 1996). Auch in der Nichtwirt-Interaktion von Arabidopsis mit Bg wurden 
zahlreiche Studien zur Beteiligung der Papillen an der Penetrationsresistenz durchgeführt (Ellis, 
2006; Lipka et al., 2008). Obwohl es viele Hinweise für die Bedeutung von Papillen als wirksa-
me mechanische Barriere gegen Pathogene gibt und ihre Beteiligung an der Präpenetrationsre-
sistenz von Pflanzen wahrscheinlich ist, fehlen definitive Beweise für eine kausale Rolle bei der 
Resistenzausbildung (Piffanelli et al., 2002; Hückelhoven, 2007). Es wird diskutiert, ob eine Pa-
pille das Eindringen eines Pathogens verhindern kann oder ob andere Abwehrmechanismen die 
Penetration so weit verlangsamen, dass es der Pflanze dadurch erst ermöglicht wird eine Papil-
le auszubilden. Beschrieben wurde die Bildung von Zellwandauflagerungen sowohl bei kompa-
tiblen als auch inkompatiblen Interaktionen von Pflanzen mit Pilzen (Jarosch et al., 1999; Hü-
ckelhoven, 2001), also nicht strikt Resistenz-assoziiert.  
 
Hypersensitive Reaktion 
In vielzelligen Organismen können Zellen in Reaktion auf Umwelteinflüsse oder Pathogenangriff 
„Selbstmord“ begehen. Dieser Prozess ist funktional konserviert, genetisch gesteuert und als 
programmierter Zelltod (programmed cell death, PCD) bekannt (Khurana, 2005). Degradation 
des Cyoplasmas, Verlust des Zell-Zell-Kontaktes zu umgebenden Zellen, Auflösung der Struk-
tur der Kern-DNA und geordneter Abbau von Zellbestandteilen sind typische zelluläre Reaktio-
nen, die mit dem PCD einhergehen (Green, 1998). Die bekannteste Form des PCD bei Tieren 
ist die Apoptose (Kerr et al., 1972; Reape und McCabe, 2008). Bei Pflanzen ist das gesteuerte 
Absterben einzelner oder mehrerer Zellen infolge eines Pathogenangriffs eine charakteristische 
Abwehrreaktion (Heath, 2000b). Hier kann der PCD allerdings komplett gegensätzliche Rollen 
spielen und phänotypisch sowohl mit Resistenz als auch mit Anfälligkeit der Pflanze korrelieren 
(Gilchrist, 1998; Greenberg und Yao, 2004). Welche Bedeutung ein PCD für Pilz/Pflanze-
Interaktionen hat, ist u.a. stark abhängig von der Ernährungsweise des angreifenden Patho-
gens. So kann für biotrophe Pathogene, die auf lebendes Gewebe angewiesen sind, der PCD 
eine effektive Resistenzantwort der Pflanze darstellen. Den Pathogenen wird die Nahrung ent-
zogen und ihr Vordringen in der Pflanze damit gestoppt (Stakman, 1915; Heath, 2000b; Hü-
ckelhoven, 2007). Im Gegensatz dazu können nekrotrophe Pathogene tote Zellen als regelrech-
te Eintrittspforten benutzen, um in eine Wirtpflanze zu gelangen. Da sie sich außerdem von to-
ten Zellen ernähren und deren Inhaltsstoffe für weiteres, invasives Wachstum nutzen können, 
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ist die Rolle des PCD als Abwehrreaktion gegen nekrotrophe Erreger vielschichtig und hängt 
vermutlich von der zeitlichen Steuerung des PCD ab (Hückelhoven, 2007).  
Korreliert der PCD in Pflanzen mit Resistenz, wird er als hypersensitive Reaktion (HR) bezeich-
net (Goodman, 1994; Khurana, 2005). Der Begriff Hypersensitivität wurde ursprünglich 1915 
von Stakmann bei der Interaktion von Rost-Pilzen mit Getreidepflanzen geprägt und als „schnel-
le, lokal begrenzte Nekrose von Pflanzenzellen an einer Infektionsstelle“ beschrieben. Schon 
Stakman schlug damals einen Zusammenhang zwischen der pflanzlichen Resistenz und dem 
schnellen Absterben der Zellen vor. Aktuelle Studien definieren HR als „schneller Tod von 
Pflanzenzellen, der mit einer Einschränkung des Pathogenwachstums verbunden ist“ 
(Goodman, 1994). Üblicherweise wird die HR in Folge der Pathogenerkennung durch direkte 
oder indirekte Interaktion von Avr-Genprodukt des Pathogens und pflanzlichem R-Genprodukt 
im Rahmen einer ETI induziert (Kapitel 1.1.1.2). Die HR setzt einen aktiven Pflanzenstoffwech-
sel voraus und ist abhängig von einer funktionierenden Wirt-Transkriptionsmaschinerie. Typi-
scherweise geht sie einher mit einer Akkumulation phenolischer Substanzen in den Zellwänden, 
Auflösung der Zellmembranen und einer fortschreitenden Vakuolisierung des Cytoplasmas 
(Koga, 1988; Greenberg und Yao, 2004).  
Die Entdeckung, dass einige der Gene, die bei entwicklungsbedingtem PCD aktiviert sind, auch 
während einer HR exprimiert werden (Heath, 2000b), lässt auf einen konservierten Mechanis-
mus bei der Steuerung beider Formen von programmiertem Zelltod schließen. So wird bei-
spielsweise das putative HR-Markergen HIN1 auch in späten Stadien der Blattseneszenz 
exprimiert (Pontier et al., 1999). Obwohl bei verschiedenen Pflanze/Pathogen-Interaktionen 
einige Pflanzenreaktionen häufig in Kombination mit einer HR beobachtet wurden, wie z.B. Io-
nenflüsse über die Zellmembran und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Heath, 2000b), konn-
te bisher kein allgemein gültiger Signalweg für die HR in Pflanzenzellen gefunden werden 
(Heath, 2000b; Khurana, 2005). 
Ein Auftreten der hypersensitiven Reaktion in Zusammenhang mit einer Postpenetrationsresis-
tenz wurde in verschiedensten Pflanze/Pathogen-Interaktionen, z.B. Kartoffel/Phytophthora in-
festans (Doke, 1983) und Gerste/Bgh (Hückelhoven et al., 1999) beschrieben.  
 
 
1.2 Die Interaktion von Gerste mit Pilzen der Gattung Magnaporthe 
 
1.2.1 Gerste (Hordeum vulgare) 
Gerste (Hordeum vulgare, L.) ist eine monokotyle und selbstbefruchtende Pflanze der Gattung 
Hordeum innerhalb der Familie der Süßgräser (Poaceae). Sie stammt aus dem vorderen Orient 
und der östlichen Balkanregion und ist mit Einkorn und Emmer eine der am längsten kultivierten 
Getreidearten (Franke, 2007). Ursprünglich stammt Gerste von der Wildform Hordeum vulgare 
ssp. spontaneum ab (Harlan und Zohary, 1966). Beim Gerstenanbau wird zwischen Sommer- 
und Wintergerste unterschieden. Aufgrund der klimatischen Ansprüche wird Wintergerste vor-
zugsweise in Europa angebaut, weltweit gesehen dominiert jedoch die Sommergerste. In der 
globalen wirtschaftlichen Bedeutung als Nutzpflanze liegt Gerste an vierter Stelle hinter Weizen, 
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Mais und Reis. 2005 wurden laut Welternährungsorganisation (Food and Agriculture Organisa-
tion) weltweit 139 Millionen Tonnen Gerste geerntet. Russland stellte vor Kanada und Deutsch-
land (11,7 Mio Tonnen) das größte Gerste-Anbauland dar. Verwendet wird Gerste überwiegend 
als Futtermittel in der Geflügel- und Schweinemast (Wintergerste), als Nahrungsmittel (Grau-
pen, Grütze, Mehl) und als Braugerste zur Bierherstellung (Sommergerste) (Franke, 2007). 
Gerste hat zudem Bedeutung als genetischer Modellorganismus erlangt. Sie ist diploid und be-
sitzt einen einfachen Chromosomensatz von sieben Chromosomen. Insgesamt liegt die Ge-
nomgröße von Gerste bei etwa 5000 MB. Damit ist das Gerstengenom größer als das von Reis 
(389 MB) aber wesentlich kleiner als das hexaploide Weizengenom (16.000 MB). 
 
Resistenz von Gerste gegen Pathogene 
Abhängig von den klimatischen Bedingungen des jeweiligen Anbaugebietes spielen verschie-
denste Krankheiten, die durch Pilze, Viren und Bakterien hervorgerufen werden, eine bedeu-
tende Rolle im Gerstenanbau (Strange und Scott, 2005). In Europa ist der Echte Mehltau Blu-
meria graminis f.sp. hordei (Bgh) einer der wichtigsten Krankheitserreger der Gerste (Lyngkjaer 
et al., 2000). Dieses obligat biotrophe Pathogen kann alle grünen Pflanzenteile besiedeln und 
zu massiven Einbußen von bis zu 20 % in der Ernte führen (Czembor, 2002; Panstruga, 2005). 
Bgh ist strikt wirtspezifisch und kommt nur auf Gerste vor. Der asexuelle und für die epidemi-
sche Verbreitung relevante Lebenszyklus von Bgh läuft nach einem bestimmten Muster ab. 
Windverbreitete Konidiosporen bilden nach Kontakt mit der Cutinschicht auf der Oberfläche 
eines Gerstenblatts zunächst den primären und anschließend den appressorialen Keim-
schlauch aus, an dessen Ende das Appressorium entsteht. Unter dem Apressorium wird die 
Plasmamembran der Epidermiszelle vom Pilz invaginiert und ein Haustorium, das Ernährungs-
organ des Pilzes, etabliert. Sekundäres Hyphenwachstum auf der Blattoberfläche, Absenken 
weiterer Haustorien in die Gerstenepidermis sowie letztendlich die Bildung von Konidiosporen 
vollenden den Lebenszyklus von Bgh (Ellingboe, 1972; Hückelhoven et al., 1999; Both et al., 
2005). Entscheidend für die Etablierung des Pilzes in der Pflanze und damit Angriffspunkt für 
potentielle Resistenzmechanismen ist einerseits die Penetration der pflanzlichen Zellwand (prä-
haustorielle Phase) und andererseits die Etablierung des Haustoriums als Ernährungsorgan des 
Pathogens (posthaustorielle Phase) (Görg, 1993; Jarosch et al., 2005; Panstruga, 2005). 
In den letzten Jahrzehnten wurden die Resistenzmechanismen von Gerste gegenüber Bgh mit 
Hilfe von molekulargenetischen Methoden intensiv erforscht (Wilberg, 1974; Lyngkjaer et al., 
2000). Häufig werden effektive Abwehrreaktionen der Gerste über Genloki (mildew resistance 
loci, Mlx) gesteuert, die nach Mendelschen Gesetzen vererbt werden. Mlg und Mla sind typi-
sche Beispiele für Resistenzgenloki, die in ihrer Wirkungsweise dem Gen-für-Gen Konzept nach 
Flor bzw. der Guard-Hypothese folgen (Flor, 1971) (Kapitel 1.1.1.2). Sie vermitteln eine rassen-
spezifische Resistenz gegen Isolate von Bgh, die das jeweils korrespondierende Avr-Gen besit-
zen (Görg, 1993). Der komplexe Mla-Lokus kodiert für Proteine mit einer charakteristischen CC-
NB-LRR-CT-Struktur (coiled-coil, CC; nucleotide binding, NB; C-terminal non-LRR, CT) (Shen 
et al., 2003). Das Mlg-kodierende Gen und die Struktur des zugehörigen Proteins sind dagegen 
noch nicht bekannt. Mechanistisch korreliert die Mla12-vermittelte Resistenz mit der Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies und einer HR der penetrierten Epidermiszelle, während Mlg die Bil-
dung von effektiven Papillen in Bgh-infizierten Epidermiszellen bewirkt (Görg, 1993; 
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Hückelhoven et al., 1999; Mackey et al., 2002; Freialdenhoven et al., 2005). Pathogene können 
diese Art von Resistenzen, aufgrund eines im Feld erhöhten Selektionsdrucks, relativ schnell 
überwinden (Lyngkjaer et al., 2000).  
Im Gegensatz dazu ist in kommerziell angebauten Sommergersten, die das rezessiv vererbte 
Allel mlo tragen und seit 1979 kontinuierlich im Feld angebaut werden, bis heute kein Resis-
tenzbruch durch Bgh aufgetreten (Lyngkjaer et al., 2000; Consonni et al., 2006). Heutzutage ist 
die mlo-Resistenz die in der Gerstenzüchtung am häufigsten verwendete Resistenz für Som-
mergerste gegen Bgh in ganz Europa. Sie wirkt effektiv gegen alle bekannten Isolate von Bgh 
(Jørgensen, 1992; von Röpenack et al., 1998; Lyngkjaer et al., 2000). Phänomenologisch 
ähnelt die mlo-vermittelte Resistenz daher der NWR (Schweizer, 2007).  
Aufgrund seiner außergewöhnlichen Eigenschaften, die sich deutlich von den oben beschriebe-
nen klassischen Resistenzgenen unterscheiden, steht der Mlo-Lokus seit Jahren im Mittelpunkt 
vieler Projekte der Grundlagenforschung. 1997 wurde das Mlo-Gen von Büschges et al. (1997) 
isoliert und sein Genprodukt als ein sieben transmembrane Helices enthaltendes, pflanzen-
spezifisches 60 kDa Protein identifiziert (Abbildung 1.3). Am cytoplasmatischen C-Terminus des 
Mlo-Proteins befindet sich eine 
amphiphile α-Helix, die als Cal-
modulin-Bindedomäne fungiert. 
Die Anwesenheit eines funk-
tionalen Mlo-Proteins sowie die 
Calcium-abhängige Bindung von 
Calmodulin an die Peptiddo-
mäne von Mlo ist die unbedingte 
Voraussetzung für eine erfolg-
reiche Penetration der pflanz-
lichen Zellwand durch Bgh (Kim 
et al., 2002; Panstruga, 2005). 
Das Mlo-Protein dient dem bio-
trophen Pilz im übertragenen 
Sinne als Eintrittspforte in die 
Wirtzelle (Panstruga, 2005). Aus 
evolutiver Sicht lässt die Ent-
deckung, dass Mlo in der dikoty-
len Pflanze Arabidopsis eine vergleichbare Funktion gegenüber Bgh wie in Gerste erfüllt, auf 
einen vor mindestens 200 Mio Jahren entwickelten, allgemeinen Mechanismus der Wirtbesied-
lung durch die Mehltaupilze schließen (Consonni et al., 2006).  
Bisher wurden eine Vielzahl von Mutationen im Mlo-Lokus beschrieben, die sowohl spontan 
entstanden sind als auch durch Mutagenese induziert wurden und alle zu einer vollständigen 
Resistenz gegen Bgh führen (Jørgensen, 1977, 1992). Histologisch gesehen korreliert die mlo-
Resistenz bei allen Mutanten strikt mit der lokalen Ablagerung von Zellwandmaterial (Papillen, 
Kapitel 1.1.2.2) unter potentiellen Penetrationsstellen des Pilzes. Es ist allerdings nicht klar, ob 
die Ausbildung der Resistenz tatsächlich abhängig von der Papillenbildung oder diese nur ein 
Nebeneffekt ist (Freialdenhoven et al., 1996). So kann Bgh bei Hemmung der Papillenbildung 
 
Abbildung 1.3: Graphische Darstellung der sieben Transmembran-Domä-
nen-Topologie des Mlo-Proteins der Gerste. Die Plasmamembran ist 
als grauer Balken dargestellt. Kreise mit Buchstaben repräsentieren 
Aminosäuren. (abgewandelt nach Devoto et al, 1999) 
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durch Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit nicht in die Pflanze eindringen (Stolzenburg, 
1984). Im Gegensatz dazu weisen Inhibitorexperimente, die die Akkumulation von Callose und 
Phenolen, zwei Hauptbestandteilen der Papillen, verhindern und damit die Anfälligkeit der 
Pflanzen erhöhen auf eine kausale Beteiligung der Papillen an der Resistenz hin (Bayles, 1990; 
Carver et al., 1992).  
Die Wirksamkeit einer Mutation im Mlo-Lokus der Gerste gegenüber einer Infektion mit Bgh warf 
schnell die Frage nach seiner Relevanz für andere Pathosysteme auf. Hier scheint das mlo-Allel 
jedoch im Regelfall keine resistenzfördernde Wirkung aufzuweisen. So konnte bei der Infektion 
von Gerste mit Pathogenen wie beispielsweise dem biotrophen Erreger Puccinia hordei (Zwerg-
rost der Gerste) oder dem nekrotrophen Pathogen Drechslera teres (Netzfleckenkrankheit) kein 
Einfluss des Mlo-Lokus auf die Resistenz festgestellt werden (Jørgensen, 1992). Darüber hin-
aus sind Gerstenpflanzen mit einer Mutation im Mlo-Lokus sogar hypersuszeptibel gegen den 
hemibiotrophen Erreger des Reisbrandes Magnaporthe oryzae (M. oryzae) (Jarosch et al., 
1999) (Kapitel 1.2.2). 
Neben den oben beschriebenen Resistenzgenen der Gerste konnten durch verschiedene Mut-
antenanalysen eine Reihe von Genen identifiziert werden, die für eine vollständige Ausprägung 
der Mla- bzw. mlo-vermittelten Resistenzen gegen Bgh essentiell sind (Freialdenhoven et al., 
1994; Freialdenhoven et al., 1996; Bieri et al., 2004). So sind Gerstenpflanzen, die den Resis-
tenzlokus Mla12 und eine Mutation im Gen Rar1 (required for Mla12-specified resistance) tra-
gen, unfähig eine Mla12-vermittelte Resistenz gegen Isolate von Bgh mit korrespondierendem 
AvrMla12-Gen auszubilden (Freialdenhoven et al., 1994). Auch bei der Interaktion von Gerste 
mit M. oryzae bewirkt eine Mutation in Rar1 eine verstärkte Anfälligkeit der betroffenen Pflan-
zen. Zwar steigert eine rar1-2 Mutation die Penetrationsresistenz der Pflanzen gegen M. ory-
zae, ein Wachstum des Pathogens im Mesophyll wird jedoch gefördert und führt zu erheblich 
größeren Krankheitssymptomen (Jarosch et al., 2005). Das Gen Rar1 kodiert für ein intrazellu-
läres Zn2+-bindendes Protein (Shirasu et al., 1999), welches im yeast two-hybrid System und in 
der Pflanze unter Anderem mit dem Protein SGT1 (suppressor of G2 allele of skp1) interagiert 
(Shen et al., 2003). Durch Remutagenese von Mla12 rar1-2-Mutanten wurde das Gen Rom1 
(restoration of Mla12-specified resistance) identifiziert. Eine Mutation in Rom1 stellt die Resis-
tenz von Gerste gegen Bgh in Mla12 rar1-2 Pflanzen wieder her (Freialdenhoven et al., 2005). 
Des Weiteren führen Mutationen in den Genen Ror1 (required for mlo-specified resistance) und 
Ror2, einem funktionalen Homolog des Gens Pen1 von Arabidopsis, bei Gerstenpflanzen des 
Genotyps mlo zu einer Suppression der Papillenbildung und damit zu einer Steigerung der An-
fälligkeit gegenüber Bgh (Freialdenhoven et al., 1996). Durch eine Mutation in Ror1 bzw. Ror2 
wird außerdem die basale Penetrationsresistenz anfälliger Mlo-Pflanzen reduziert und deren 
Anfälligkeit erhöht (Collins et al., 2003). Darüberhinaus tritt auch gegen M. oryzae in ror1-2 
Pflanzen eine verminderte Penetrationsresistenz auf (Jarosch et al., 2005), Ror2 zeigt hingegen 
keinerlei Einfluss auf die Resistenz von Gerste gegen Isolate von Magnaporthe (Jarosch et al., 
2005). Eine Funktion der beschriebenen Gene nach der eigentlichen Pathogenerkennung, also 
„downstream“ der Rezeptorproteine, ist wahrscheinlich (Piffanelli et al., 1999; Shen et al., 
2003).  
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1.2.2 Pilze der Gattung Magnaporthe 
Pilze der Gattung Magnaporthe (Klasse Ascomycota, Ordnung Diaporthales) können auf vielen 
verschiedenen Gräsern, unter Anderem auf Nutzgräsern wie Reis (Oryza sativa L.), Weizen 
(Triticum aestivum L.) und Gerste, schwerwiegende Krankheiten hervorrufen (Talbot, 2003). 
Interessanterweise beschreibt eine koreanische Arbeitsgruppe, dass Magnaporthe Arabidopsis 
parasitieren kann, also scheinbar auch eine Besiedlung dikotyledoner Pflanzen möglich ist 
(Park et al., 2009). Magnaporthe ist vorzugsweise als Blattpathogen bekannt, das auch Stengel 
und Fruchtstände der Pflanzen befallen kann. Neusten Erkenntnissen zufolge sind die Pilze 
aber auch in der Lage Wurzeln zu infizieren (Sesma und Osbourn, 2004; Jansen, 2006). Die 
wohl bekannteste Art innerhalb dieser filamentösen und heterothallischen Pilzgattung ist 
Magnaporthe oryzae (Anamorph: Pyricularia oryzae), der Erreger des Reisbrandes, der weltweit 
im Reisanbau große wirtschaftliche Schäden verursacht (Thinlay, 2000; Couch und Kohn, 
2002). Die jährlichen Ernteverluste werden auf bis zu 30 % beziffert (Talbot, 2003). Gut doku-
mentiert ist eine verheerende Epidemie, die 1995 in Bhutan aufgetreten ist (Thinlay, 2000). In 
diesem Land ist Reis das wichtigste Nahrungsmittel. 1995 wurde die Ernte vieler Bauern durch 
M. oryzae zu 100 % zerstört. Die Tatsache, dass trotz eingehender Untersuchungen keine un-
mittelbaren Ursachen für den Ausbruch der Epidemie gefunden wurden, demonstriert die Unbe-
rechenbarkeit des Pilzes und die Notwendigkeit einer nachhaltigen Bekämpfung. Neben Reis 
stellt M. oryzae durchaus auch für andere Nutzpflanzenkulturen ein ernsthaftes Problem dar. So 
konnte das Auftreten des Pilzes in Monokulturen von Weizen (Igarashi, 1986; Urashima, 2004), 
Gerste (Sato, 2001) und Eleusine coronata (Talbot, 2003) beobachtet werden. Außer der Art M. 
oryzae wurden weitere phytopathogene Arten der Gattung Magnaporthe beschrieben, bei-
spielsweise die Art Magnaporthe grisea, die als Wirtpflanze die Fingerhirse Digitaria besiedelt 
(Couch und Kohn, 2002). Die verschiedenen Arten sind morphologisch nicht oder nur schwer zu 
unterscheiden, sie sind jedoch nicht kreuzbar und weisen auf molekularer Ebene zahlreiche 
Sequenzunterschiede auf (Couch und Kohn, 2002; Ebbole, 2007). Großangelegte phylogeneti-
sche Untersuchungen geben Hinweise auf einen einzelnen, relativ alten Ursprung der heutigen 
M. oryzae-Linie, zu der nahezu alle Reis-infizierenden Magnaporthe-Isolate gehören (Couch et 
al., 2005). 
Der asexuelle und für die primäre und sekundäre Verbreitung im Feld relevante Lebenszyklus 
von Magnaporthe ist schematisch in Abbildung 1.4 dargestellt. Die sexuelle Lebensform des 
Pilzes wurde im Feld bisher nicht gefunden, obwohl es Hinweise auf anhaltende sexuelle Re-
kombination in Magnaporthe-Populationen gibt (Ebbole, 2007). Eine Infektion der Wirt-Pflanzen 
erfolgt durch die dreizelligen Konidiosporen (a), die mit Wassertropfen von Pflanze zu Pflanze 
und über weitere Strecken mit dem Wind verbreitet werden können (Talbot, 1995, 2003). Auf 
der hydrophoben Wirtoberfläche gelandet, haften die Konidiosporen durch einen von der Spore 
freigesetzten Klebstoff an (b) (Hamer et al., 1988) und keimen in feuchter Umgebung sehr 
schnell aus. Schon zwei Stunden nach dem Anheften der Spore an die Pflanzenoberfläche 
wird, meist von der apikalen Konidienzelle, ein polarisierter Keimschlauch gebildet (c). Nach ca. 
15-30 µm schwillt die Spitze des Keimschlauches an und flacht gegen die Blattoberfläche ab. 
Eine Vielzahl von Signaltransduktionskaskaden werden aktiviert, was letztendlich nach ca. 4 h 
zur Differenzierung der Keimschlauchspitze in das kalottenförmige, komplex aufgebaute Ap-
EINLEITUNG 
 
16 
pressorium führt (d) (Talbot, 1995, 2003). Das Appressorium besitzt eine etwa 100 nm dicke 
Zellwand, die von einer dünnen Melaninschicht ausgekleidet ist (Ebbole, 2007). Nur an der Ba-
sis des Appressoriums, der Appressoriumpore, ist die Zellwand extrem dünn und die Melanin-
schicht ausgespart (Bourett, 1990). Grundsätzlich bildet die Melaninschicht eine semipermeable 
Barriere, d.h. sie ist durchlässig für Wasser aber nicht für Ionen und andere kleine Moleküle. 
Im Zuge der Appressorium-Ent-
wicklung werden Kohlenhydrate 
und Lipide aus dem Konidium ins 
Appressorium transportiert und 
zu kleineren Bestandteilen, vor-
zugsweise Glycerin, abgebaut 
(de Jong, 1997). Hierdurch 
kommt es zu einem rapiden 
Anstieg der Teilchenzahl im 
Appressorium. Dem osmotischen 
Gefälle folgend dringt Wasser 
durch die Melaninschicht ins 
Appressorium ein und ein 
enormer Turgordruck von bis zu 
8,0 MPa entsteht (Howard et al., 
1991). Da das Appressorium 
mittels eines Klebstoffs fest auf 
der Blattoberfläche verankert ist, 
kann der Turgordruck vom Pilz genutzt werden, um mit einem Penetrationskeil, der durch die 
Appressoriumpore gestoßen wird, die darunterliegende Cuticula und Zellwand mechanisch auf-
zubrechen (Talbot, 1995) und in die Pflanzenzelle einzudringen (e). Anschließend wird eine 
Infektionshyphe gebildet, welche sich in der Epidermiszelle zu typisch blasenförmigen, ver-
zweigten Hyphen differenziert (Heath, 1990; Talbot, 2003). Experimente mit dem endocytoti-
schen Membranfarbstoff FM4-64 zeigten, dass die Hyphen von pflanzlichen Membranen umge-
ben sind, die den periphären Zellmembranen stark ähneln und vermutlich beim Eindringen des 
Pilzes invaginiert werden (Kankanala et al., 2007). Nachdem die erste besiedelte Epidermiszel-
le mit verzweigten Hyphen ausgefüllt ist, dringen diese in die benachbarten Zellen vor. Sie ent-
wickeln hierbei typische Membrankappen an ihren Hyphenspitzen, verringern kurzfristig ihren 
Durchmesser stark und durchdringen die Zellwände vorzugsweise in Regionen von Tüpfelfel-
dern, vermutlich unter Nutzung der Plasmodesmata (Kankanala et al., 2007). Schließlich kommt 
es im Mesophyll zu einem exponentiellen Hyphenwachstum des Pilzes und bei hoher Luftfeuch-
tigkeit werden im Laufe der weiteren Pilzentwicklung über einen Zeitraum von etwa zwei Wo-
chen mehrere tausend Konidiosporen pro Nacht gebildet. Typische Krankheitssymptome, die 
sogenannten „blasts“, erscheinen. Sie sind im Zentrum grau und von braunem nekrotischen 
Gewebe umgeben (Talbot, 1995). In molekulargenetischen Studien wurden eine Vielzahl von 
Genen entdeckt, die in bestimmten Entwicklungsstadien des Pilzes verstärkt exprimiert werden. 
So wird das Gen ACE1 beispielsweise verstärkt bei der Penetration des Pilzes transkribiert 
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Abbildung 1.4: Lebenzyklus von Magnaporthe oryzae.  
      (abgewandelt nach Ebbole, 2007) 
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(Fudal et al., 2007), das Gen MIR1 dagegen bei der in planta Entwicklung von Infektionshyphen 
(Li et al., 2007). 
In seiner Ernährungsweise ist Magnaporthe im Gegensatz zu dem obligat biotrophen Bg ein 
hemibiotrophes Pathogen (Kankanala et al., 2007). Der Pilz benötigt zwar zunächst lebendes 
pflanzliches Gewebe für eine Infektion (Koga, 2004) und seine invasiven Hyphen weisen Ähn-
lichkeiten mit Haustorien biotropher Pathogene auf, nach Verlassen der ersten besiedelten Epi-
dermiszelle stirbt diese jedoch ab und der Pilz kann sich im Weiteren auch von totem Gewebe 
ernähren (Ebbole, 2007). Im Gegensatz zu biotrophen Erregern generiert Magnaporthe im Lau-
fe seiner Entwicklung in der Pflanze verschiedene Wirt-spezifische Toxine, z.B. Pyrichalasin 
und Pyricularin, die sowohl Nekrosen induzieren als auch Abwehrreaktionen unterdrücken kön-
nen. Die Funktion vieler Toxine von Magnaporthe ist nicht bekannt, nachgewiesermaßen korre-
liert die Virulenz von M. grisea-Isolaten der Wirtpflanze Digitaria aber strikt mit ihrer Fähigkeit 
Pyrichalasin zu bilden (Tsurushima et al., 2005).  
Viele Resistenzen gegen M. oryzae werden in Reis über die klassische Gen-für-Gen-Interaktion 
von R- und Avr-Gen (Kapitel 1.1.1.2) vermittelt. Es sind mehr als 30 R-Genloki in Reis bekannt, 
die als Pi-Gene bezeichnet werden (Song, 2001). Zwei dieser Resistenzgenloki, Pi-ta und Pib, 
wurden kloniert und charakterisiert (Wang et al., 1999; Bryan et al., 2000). Beide kodieren für 
typische Resistenzgene mit LRR-Domänen (Kapitel 1.1.1.2). Pi-ta scheint in klassischer Weise 
nach dem Gen-für-Gen-Konzept von Flor direkt physikalisch mit AvrPi-ta zu interagieren (Jia et 
al., 2000). Auch in Gerste wurde ein einzelnes, dominantes Gen gefunden (RMo1, resistance to 
Magnaporthe oryzae 1), welches Resistenz gegen M. oryzae in einer Gen-für-Gen-Interaktion 
vermittelt und in der Nähe des Resistenzgenlokus Mla auf Chromosom 1H lokalisiert ist (Inukai 
et al., 2006). 
Neben seiner Bedeutung als Pathogen im Reisanbau, ist Magnaporthe ein beliebter Modellor-
ganismus bei der Untersuchung der molekularen Grundlagen pilzlicher Infektionen auf Pflanzen 
(Valent und Chumley, 1991). Die vollständige Sequenzierung des Magnaporthe-Genoms (Dean 
et al., 2005), die relativ leichte Transformierbarkeit des Pathogens (Tucker und Orbach, 2007) 
und die Kultivierbarkeit unter Laborbedingungen (Jarosch et al., 1999) sind hierfür die Voraus-
setzung. 
 
1.3 Genomforschung - vom Gen zur Funktion 
Nachdem lange Zeit die strukturelle Genomanalyse, die sich mit der Struktur und Sequenz gan-
zer Genome befasst, im Mittelpunkt des Forschungsinteresses stand, wendet sich die wissen-
schaftliche Gemeinschaft heutzutage mehr und mehr der funktionellen Genomforschung zu. 
Diese umfasst die Gebiete der Transcriptomics, der Proteomics und der Metabolomics (Holtorf 
et al., 2002). Sie folgt damit dem Weg von der genomischen Nukleotidsequenz, über deren 
Transkription in mRNA, die Translation der mRNA in ein Protein und fragt letztlich nach dessen 
Funktion im Stoffwechsel der Pflanze. Zahlreiche zelluläre Regulationsvorgänge können sowohl 
Genexpression als auch Proteinfunktion beeinflussen (Bouchez und Hofte, 1998). Die Gesamt-
heit dieser Vorgänge, die den Weg vom Gen zur Genfunktion festlegen, bestimmen letztendlich 
über den Phänotyp einer Pflanze, also beispielsweise das Auftreten von Resistenz oder Anfäl-
ligkeit nach Pathogenangriff (Campos-de Quiroz, 2002). 
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1.3.1 Transkriptomanalyse 
Die pflanzliche Abwehr baut auf einem komplexen genetischen Netzwerk auf, an dem außer 
den Pathogen-perzipierenden Resistenzgenen weitere Abwehr-assoziierte Gene beteiligt sind 
(Li, 2006) (Kapitel 1.1.1.2 und 1.1.2.2). Solche Gene können durch eine vergleichende Analyse 
der Transkriptome, also der aktiven Gene, anfälliger und resistenter Individuen identifiziert wer-
den. Während quantitative PCR und Northernanalysen geeignete Methoden zur Analyse des 
Expressionsprofils einzelner Gene darstellen (Alwine et al., 1977; Nolan et al., 2006), hat sich in 
den letzten Jahrzehnten die Microarray- bzw. Macroarray-Technologie zur parallelen Untersu-
chung einer Vielzahl von Genen durchgesetzt (Schena et al., 1995; Wise et al., 2007). Mit Hilfe 
dieser Technologie kann das Expressionsprofil tausender Gene unter Verwendung winziger 
Microchips (Microarray) oder größerer Nitrocellulosemembranen (Macroarray), auf denen eine 
für jedes Gen spezifische Nukleotidsequenz fixiert ist, gleichzeitig analysiert werden (Duggan et 
al., 1999). Hierbei können entweder synthetisch hergestellte Oligonukleotide (50-70 Nukleotide) 
oder cDNAs aus bereits vorhandenen Bibliotheken verwendet werden (Woo et al., 2004). Im 
Zuge fortschreitender struktureller Genomanalyse stehen mittlerweile hochauflösende DNA-
Arrays nicht nur für Modellorganismen, sondern auch für Nutzpflanzen wie Gerste, Weizen und 
Reis zur Verfügung. Ebenso werden zunehmend Multispezies-Arrays entwickelt, mit denen die 
pflanzliche Genexpression sowie die der Pathogene, z.B. Reis/M. oryzae (Magnaporthe 2.0 
Oligo Microarray Kit, Agiland Technologies), parallel untersucht werden kann. Die Resultate der 
Array-Analysen aus verschiedensten Arbeitsgruppen werden in web-basierten Computerdaten-
banken der Öffentlichkeit zur Verfügung gestellt. Dies ermöglicht eine vergleichende Analyse 
von Genexpressionsdaten im großen Maßstab (Metadaten-Analyse) (Wise et al., 2007). Ein 
allgemein verfügbarer Service wird beispielsweise von Genevestigator, einer Datenbank mit 
Analysetool (https://www.genevestigator.ethz.ch), für hunderte von Microarray-Daten aus Expe-
rimenten mit Arabidopsis aber auch mit Reis, Gerste und Soja zur Verfügung gestellt. Auf diese 
Weise können eine Vielzahl phytopathologischer Fragestellungen untersucht werden, so bei-
spielsweise die Grundlagen der Gen-für-Gen- und Basisresistenz, Wirt- und Nichtwirt Resistenz 
sowie Biotrophie und Nekrotrophie (Wise et al., 2007). 
 
1.3.2 Funktionelle Analyse 
Während sich die Transkriptomanalyse ausschließlich mit der Identifizierung differentiell regu-
lierter Gene beschäftigt, wird bei der funktionellen Analyse die Bedeutung der Genprodukte für 
den pflanzlichen Stoffwechsel und damit für den Phänotyp der Pflanze untersucht. Diese Analy-
se kann unter Verwendung von Pflanzen, die im zu untersuchenden Gen mutiert sind, durch 
Überexpression oder auch durch Herunterregulieren der Genexpression des zu analysierenden 
Gens, das sogenannte Gene Silencing, durchgeführt werden (Wise et al., 2007). Mittlerweile 
stehen eine Vielzahl an Ressourcen der reversen Genetik für die funktionelle Analyse von 
pflanzlichen und pilzlichen Genen zur Verfügung. Sie reichen von T-DNA- (Krysan et al., 1999) 
und Transposon-Insertionslinien (Parinov et al., 1999) hin zu Überexpressionslinien und 
TILLING (targeting induced local lesions in genomes)-Populationen (Till et al., 2003). Eine 
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große Hilfe bei der Erstellung solcher Analysetools ist die fortschreitende Sequenzierung zahl-
reicher Genome (Dean et al., 2005; Project, 2005).  
Bisher sind für Nutzpflanzen wie Gerste, deren Genom noch nicht vollständig sequenziert ist, 
gentechnische Ressourcen nur eingeschränkt vorhanden und insbesondere nur wenige anno-
tierte Mutanten verfügbar. Die Pflanzen sind außerdem relativ schwer und zeitaufwendig stabil 
zu transformieren. Daher stellt die transiente Transformation der Gerste die Technologie der 
Wahl dar, um die Funktion spezifischer Genprodukte zu untersuchen (Wise et al., 2007).  
Die transiente Transformation, also 
das Einschleusen von Fremd-DNA 
in ausdifferenziertes Pflanzenge-
webe, kann beispielsweise mit Hilfe 
des sogenannten „particle bombard-
ments“ oder auch mit der Virus-in-
duced Gene Silencing (VIGS) Tech-
nologie erfolgen. Beim „particle 
bombardement“ wird auf Partikeln 
immobilisierte Fremd-DNA direkt ins 
pflanzliche Gewebe geschossen 
(Schweizer, 1999), wohingegen die 
VIGS-Technologie auf Pflanzen-
viren als natürliche Vektoren zum 
Einschleusen der Fremd-DNA in die 
Pflanze zurückgreift (Baulcombe, 
1999; Ratcliff et al., 1999). Beide 
Techniken können durch den Me-
chanismus des posttranskriptio-
nalen Gene Silencings (PTGS) den 
Abbau bestimmter pflanzeneigener 
Transkripte bewirken (Covey, 
1997). Der konkrete Mechanismus 
des PTGS ist noch nicht umfassend 
charakterisiert (Benedito, 2004), die 
aktuelle Modellvorstellung 
(Abbildung 1.5) geht jedoch von drei 
Phasen aus: Aktivierungsphase, 
Aufrechterhaltungsphase und Signalamplifizierungs- bzw. Verbreitungsphase (Nishikura, 2001). 
Da das Vorhandensein von doppelsträngiger (ds) RNA der auslösende Faktor des PTGS ist, 
wird diese zunächst in der Aktivierungsphase über verschiedene Mechanismen hergestellt. Ei-
nerseits kann sie durch Viren mittels einer RNA-abhängigen RNA-Polymerase (RdRP) generiert 
werden, andererseits durch den Einsatz von bidirektional klonierten hairpin (hp) RNAs oder 
durch die Verwendung von antisense (as) RNA, die mit der sense RNA der Pflanze Doppel-
stränge bildet, erzeugt werden. PTGS kann außerdem durch eine hohe Expressionsrate von 
transgenen sense-Transkripten ausgelöst werden (Lipardi et al., 2001). Im nächsten Schritt wird 
 
 
Abbildung 1.5: Aktuelle Modellvorstellung des posttranskriptionalen 
Gene Silencings (PTGS). (abgewandelt nach Benedito et al., 2004) 
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die dsRNA vom Dicer-Enzym (Baulcombe, 2001; Bernstein et al., 2001) erkannt und von beiden 
Seiten in small interfering (si) RNAs mit einer Länge von 21 bis 23 Nukleotiden geschnitten 
(Zamore et al., 2000). Diese siRNAs dienen als Erkennungssequenzen für den RNA-induzierten 
Silencing Komplex (RISC) der Aufrechterhaltungsphase (Hammond et al., 2000). RISC zeigt 
Exo- und Endonukleaseaktivität, eine nach RNA-Homologien suchende Aktivität und eine Heli-
kaseaktivität. Er wird durch die siRNAs aktiviert, entwindet diese zu einzelsträngigen (es) RNAs 
und nutzt deren Sequenzen zur Identifizierung und Degradierung komplementärer Transkripte 
(Nykanen et al., 2001). In der Verbreitungsphase wird das Silencing-Signal in Form der siRNAs 
im Organismus systemisch verteilt. Außerdem können siRNAs als Primer zur Herstellung weite-
rer dsRNAs dienen und damit zu einer Vervielfältigung des Signals führen. Die Nutzung des 
PTGS im Rahmen der VIGS-Technologie für das gezielte Silencing ausgewählter Zielgene ist 
bereits in einer Reihe von dikotylen und monokotylen Pflanzen etabliert (z.B. Tomate: Liu et al., 
2002, Arabidopsis: Pflieger et al., 2008, Weizen: Scofield et al., 2005). In Gerste wird das drei-
teilige, positive-sense RNA Streifenmosaik Virus der Gerste (barley stripe mosaic virus, BSMV) 
erfolgreich für VIGS eingesetzt. Die Funktionalität des Gene Silencings konnte hierbei anhand 
eines Reportergens (Phytoendesaturase, PDS) belegt werden (Holzberg et al., 2002; Bruun-
Rasmussen et al., 2007)). Mit Hilfe der VIGS-Technologie konnte in verschiedenen Pflan-
ze/Pathogen-Systemen die Rolle spezifischer Gene für die Ausprägung pflanzlicher Resistenz-
reaktionen aufgeklärt werden. So wurde das Gen HSP90 (heat shock protein 90) als wichtige 
Komponente der Mla13-vermittelten Resistenz von Gerste gegen Isolate von Bgh, die das kor-
respondierende Avr-Gen tragen, identifiziert (Hein et al., 2005). Außerdem erwies sich das Gen 
Hm1, das für eine endogene NADPH-abhängige Reduktase kodiert, als essentiell für die Auf-
rechterhaltung der NWR von Gerste gegen Isolate von Cochliobolus carbonum Rasse 1, ein 
Pathogen von Mais (Sindhu et al., 2008). Diese Daten belegen, dass die VIGS-Technologie 
eine vielversprechende Methode zur funktionellen Charakterisierung potentiell Resistenz-
assoziierter Genprodukte darstellt. 
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1.4 Ziele 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die vergleichende Charakterisierung der Nichtwirt-Interaktion 
zwischen der Nutzpflanze Gerste (Hordeum vulgare, L.) und Pilzen der Gattung Magnaporthe 
mit der Wirt-Interaktion zwischen Gerste und M. oryzae. 
 
Die Arbeit wurde in folgende Teilprojekte gegliedert:  
 
(1) Identifizierung einer Nichtwirt-Interaktion im System Gerste/Magnaporthe  
Mit Hilfe von Infektionsassays sollten Magnaporthe-Isolate identifiziert werden, für die 
Gerste ein Nichtwirt ist. Darüber hinaus sollten die Verwandtschaftsverhältnisse von 
Nichtwirt- und Wirt-Isolaten der Gattung Magnaporthe analysiert werden. 
 
(2) Cytologische Charakterisierung der Nichtwirt-Interaktion und Identifizierung re-
levanter Abwehrmechanismen der Nichtwirt-Resistenz  
Zunächst sollten mittels licht- und fluoreszenzmikroskopischer Analysen die zellulären 
Infektionsphänotypen von Gerste mit dem Nichtwirt-Pathogen charakterisiert werden. 
Mit Hilfe von Mutantenanalysen und pharmakologischen Untersuchungen sollten an-
schließend die für diese NWR essentiellen pflanzlichen Abwehrmechanismen der 
Gerste identifiziert werden. 
 
(3) Molekulargenetische Charakterisierung der Nichtwirt-Interaktion 
Mit Hilfe von Gersten-Macroarrays sollten spezifisch in der Nichtwirt-Interaktion diffe-
rentiell regulierte Gene identifiziert werden. Die Bedeutung der potentiell für die NWR 
relevanten Genprodukte sollte mit der Virus-induced Gene Silencing Technologie 
überprüft werden. 
 
(4) Bedeutung der Gene Rom1 und Rac1 für die Gerste/Magnaporthe-Interaktion 
Der Einfluss der Gene Rac1 und Rom1, deren Relevanz für die Interaktion Gers-
te/Gerstenmehltau bereits bekannt war, sollte in der Interaktion von Gerste mit Pilzen 
der Gattung Magnaporthe untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Verwendete Materialien 
Chemikalien und Labormaterial wurden soweit nicht anders angegeben von den Firmen Eppen-
dorf, Roth, Merck, Sigma-Aldrich, AppliChem, Bio-Rad, Fluka, Gerbu, Roche, Difco und Peqlab 
bezogen. Alle Lösungen und Nährmedien wurden mit destilliertem oder zweifach destilliertem 
Wasser hergestellt und bei Bedarf vor Verwendung autoklaviert. Pipettenspitzen, Glasgefäße 
und Reaktionsgefäße, die für die Arbeit mit Nukleinsäuren verwendet wurden, wurden vor 
Gebrauch autoklaviert. Lösungen, die für die Arbeit mit RNA vorgesehen waren, wurden zusätz-
lich mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt bzw. mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt. 
Relevante Chemikalien, Geräte, Verbrauchsmaterialien, Kits, Enzyme, Plasmide und Bakterien-
stämme werden im Anhang I aufgelistet. 
 
2.1.1 Oligonukleotide 
Oligonukleotide (Primer) für den Einsatz in PCR oder cDNA-Synthese wurden von der Firma 
Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Alle verwendeten Oligonukleoti-
de sind nach Verwendungszweck sortiert in Tabelle 2.1 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.1: verwendete Oligonukleotide 
Bezeichnung Gen,  
(Quelle) 
AT
a
 
[°C] 
Sequenz
b
 
 
Diverses (Verwendung / Bezeichnung) 
Reverse Transkription /      
          HindANCHOR-T 
Poly(A)-Schwanz der mRNA  
 
37 AAGCTTTTTTTTTTTTTTT(AGC) 
Klonierung /     M13 for                            
                         M13 rev 
pGEM-T easy
 
48 
 
GTTTTCCCAGTCACGAC 
AACAGCTATGACCATGA 
Rac1 /           Hygro2for 
                     Hygro1rev 
Hygromycin-Resistenz 60 CGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGG 
AAGATGTTGGCGACCTCGTATTG 
 
Phylogenie 
MGBt1a 
MGBt1b 
beta-Tubulin,  
(Glass und Donaldson, 1995) 
52 
 
TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG 
GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC 
ACT-512F 
ACT-783R 
Aktin, 
(Glass und Donaldson, 1995) 
52 
 
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 
CAL-228F 
CAL-737R 
Calmodulin,  
(Glass und Donaldson, 1995) 
52 
 
GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC 
CATCTTTCTGGCCATCATGG 
 
Bestimmung der Biomasse mit qPCR  
GIGf 
GIGr 
Gigantea Gerste,  
(diese Arbeit) 
60 
 
AGCTTTGCCAGGGGGCAGCAAAAGACCAAC 
GCTCACAAGATAAGGCACAAACAGCAGCCAGCAC 
MG28Sfor2 
MG28Srev 
rDNA Magnaporthe,  
modifiert nach  
Qi und Yang, 2002 
60 
 
TACGAGAGGAACCGCTCATTCAGATAATTG 
TCAGCAGATCGTAACGATAAAGCTACTC 
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Bezeichnung Gen,  
(Quelle) 
AT
a
 
[°C] 
Sequenz
b
 
 
Genexpressionsanalysen mit qPCR 
HU01O20T-332F 
HU01O20T-434R 
Ubiquitin,  
(diese Arbeit) 
60 
 
TGAATGACCCAAGCATTCTCC  
TCAATGTTGCTCATGGCTCTG 
HvPR1bfor1  
HvPR1brev1  
PR1b 
(X74940.1) 
60 AACATCGTTGGACAGAAACCA  
GGTGCATGAGATTAGGAACGA 
HK04C13ufor2 
HK04C13urev2 
Phospholipid Transfer Protein 
Precursorc (HK04C13u) 
60 GTCCCCTACTCCATCAAGCAC 
GCTTGGAGCTATAGGCAGAAAC 
HV02H14rfor1 
HV02H14rrev1 
CW21c  
(HV02H14) 
60 TCTAGCCATCTCATCATCTCCA 
ACCAGCACGAGCTGACTAGC 
HO02B01Sfor2 
HO02B01Srev2 
CW18c  
(HO02B01S) 
68 ACCACAACTGCACCTTAGTCC 
CGGCTACGAGGAGCATTG 
HT01F03T_qPCRfor1 
HT01F03T_qPCRrev1 
Ascorbat Peroxidase1 
(APOX1)c (HT01F03T) 
60 TTTTCCACTCAGATGGGTTTG 
CCTCAAACCCAGATCTCTCCT 
HT01F03T_qPCRfor2 
HT01F03T_qPCRrev2 
Ascorbat Peroxidase2 
(APOX2)c (HT01F03T) 
70 GAGTGGGGAGAAGGAAGGTC 
TCATCCGCAGCATATTTGTC 
HO07G08w_qPCRfor1 
HO07G08w_qPCRrev1 
Cytochrom p450c 
(HO07G08w) 
60 CTCCACATCGAAGTTCCACAC 
CAAATTTTTGGCATTCAGCTC 
HU02E16_qPCRfor1  
HU02E16_qPCRrev1  
Acyl-[Acyl-Carrier Protein] 
Desaturase c (HU02E16) 
63 
 
AAACAATGCTCAACACCCTTG  
GTTTTCTTCAGCAGTCCATGC 
HM02O05u_qPCRfor1  
HM02O05u_qPCRrev1  
Malat-Dehydrogenasec  
(HM02O05u) 
63 
 
GCTCTCACCAAGAGGACACAG 
ATGCATCTCCAAAAACTGCAC 
HO13D15_qPCRfor1  
HO13D15_qPCRrev1 
putative Peroxidasec 
(HO13D15) 
63 
 
AACAATAGCGCAGGTGAGAGA 
CCGATTTTTCCCATATTCTCC 
HY09B08_qPCRfor1  
HY09B08_qPCRrev1  
Methionin-Synthasec  
(HY09B08) 
63 
 
GTCTTTCTGGGATGGGAAGAG 
TGCTGGGAATGTACTTGATCC 
SGT1_qPCRfor1 
SGT1_qPCRrev1 
SGT1-Proteinc  
(HO04D11) 
60 CTACATCTTCCGGGGCTACA 
GGCTTGCTTGGCACTTCTAC 
 
 
Herstellung der VIGS Konstrukte (Adaptorprimer)
d 
MLO_VIGSfor1 
MLO_VIGSrev2 
Mlo  
(UbiMlo-nos) 
60 TTATATGGATCCGCATTTTGTGTGGACAGTGG  
(BamHI) 
CCTTAATTAAGGATCCCCGTGTCTCGGACTTTCTTC  
(PacI, BamHI) 
LTP_VIGSfor 
LTP_VIGSrev 
Lipid Transfer Protein  
(HV02H14) 
60 TTATATGGATCCCTGCAGCTACTCAGCTCGTG  
(BamHI) 
CGCGGATCCTAGAGCAGTCGACGGAAGTG 
(BamHI) 
HT01F03T_VIGSfor2 
HT01F03T_VIGSrev2 
Ascorbat Peroxidase,  
(HT01F03) 
60 
 
CGCGGATCCATGCCATGGTTTTCCACTCAGATGGGTTTG  
(BamHI, NcoI) 
CGCGGATCCCGGAATTCGTCAGTCAGCAGGACCTTGTC  
(BamHI, EcoRI) 
aoptimale Anlagerungstemperatur der Oligonukleotide an die Matrize in der PCR 
bin 5’-3’ Richtung angegeben 
cKandidaten der Macroarray-Analyse, sequence identifier aus CREST Datenbank des IPK Gatersleben 
dAdaptoren in grau 
 
 
2.1.2 Hybridisierungsproben 
Hybridisierungsproben (Sonden) wurden unter Verwendung des DIG- bzw. Fluorescein-labelling 
Mixes (Roche, Mannheim, Deutschland) zur Generierung von RNA- bzw. DNA-Sonden herge-
stellt (Kapitel 2.14.1.1). Alle in der Arbeit verwendeten Sonden sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. 
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Tabelle 2.2: verwendete Sonden 
Bezeichnung 
(Art der Sonde) 
Beschreibung des Fremdgens,  
Vektor 
Herkunft der cDNA-Vorlage 
HvPR1b (RNA) 
 
cDNA-Sequenz PR1b Gerste,  
pBluescript SK(-) 
Dr D. B. Collinge, Kopenhagen 
(Bryngelsson et al., 1994) 
HvOxOlp (RNA) 
 
cDNA-Sequenz Oxalate Oxidase-like protein 
(OxOlp) Gerste, pBlueskript SK(+) 
Dr D. B. Collinge, Kopenhagen 
(Gregersen et al., 1997) 
HvCA (RNA) cDNA-Sequenz Carboanhydrase (CA) Gerste,  
pGEMTeasy 
diese Arbeit 
 
 
2.2 Verwendete Pflanzen und Pilze 
 
2.2.1 Die Versuchspflanze Gerste 
Als Versuchspflanze wurde vorwiegend Sommergerste, Hordeum vulgare L. (Familie Poaceae), 
der Sorte Ingrid verwendet. Es handelte sich hierbei um Pflanzen des Genotyps Mlo (Mlo) so-
wie die nahezu isogenische Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 (mlo-5) (Tabelle 2.3).  
 
Tabelle 2.3: verwendete Gerstenkultivare 
Kultivar  
(Herkunftsland) 
genetischer 
Hintergrund 
relevante Allele 
 
Quelle 
Sommergerste Ingrid  
(Deutschland)  
Ingrid Mlo Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Rückkreuzung BCIngridmlo-5 
(Deutschland) 
Ingrid mlo-5 Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Grannenlose Zweizeilige  
(Äthiopien) 
Grannenlose 
Zweizeilige 
mlo-11 Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Malteria Heda 
(Argentinien) 
Malteria Heda mlo-3 Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Rückkreuzung BCPallasmlo-5 Pallas mlo-5 Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Wintergerste Hannah 
 
Hannah Mlo BASF Plant Science,  
Limburgerhof 
Golden Promise  
(Deutschland) 
Golden Promise Mlo Institutsbestand, RWTH Aachen 
Sultan5 Sultan5 Mla12 Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
M100 Sultan5 Mla12, rar1-2 Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Mutante rom1 Sultan5 Mla12, rar1-2, 
rom1 
Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
Mutanten in den Genen Mlo, 
Ror1 und Rar1  
(mlo-5, ror1-2, rar1-2)  
Sultan5 Mlo Ror1 Rar1 
Mlo ror1-2 Rar1 
Mlo Ror1 rar1-2 
Mlo ror1-2 rar1-2 
mlo-5 Ror1 Rar1 
mlo-5 ror1-2 Rar1 
mlo-5 Ror1 rar1-2 
mlo-5 ror1-2 rar1-2 
Max-Planck-Institut für  
Züchtungsforschung, Köln 
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Kultivar  
(Herkunftsland) 
genetischer 
Hintergrund 
relevante Allele 
 
Quelle 
Rac1 Golden Promise ektopisch expri-
miertes Rac1 
ZmUbi::HvRAC1-
G23V 
Hückelhoven,  
Universität Freising 
“tester-set“: 
L94, L100, Suspmur, Susptrit, 
Trigo Biasa, Nadrine, Spiti, H. 
spon Mehola, Feng Tien, Japan 
8, PI391136, L92, Japan 6 
  Niks,  
Universität Wageningen,  
Niederlande 
Morex Morex Mlo Schweizer, IPK Gatersleben 
 
Im Rahmen der phylogenetischen Untersuchungen wurden in einem makroskopischen Scree-
ning außerdem die Sommergerstensorten Grannenlose Zweizeilige, Malteria Heda, Golden 
Promise, Sultan5 sowie die Rückkreuzungslinie BCPallasmlo-5 und die Wintergerste Hannah 
verwendet. Versuche mit der Virus-induced Gene Silencing Technologie wurden aufgrund ihrer 
Anfälligkeit gegen BSMV mit der Sommergerstensorte Morex durchgeführt. Die Bedeutung der 
Mutation einzelner Gene für die Interaktion von Gerste mit Magnaporthe wurde mit Hilfe von 
Mutanten in den Genen Rom1, Ror1 und Rar1 untersucht. Außerdem wurde der Einfluss des 
Gens Rac1 auf die Interaktion anhand von Pflanzen mit ektopisch exprimiertem Rac1 getestet. 
Eine Übersicht aller verwendeten Gerstenkultivare findet sich in Tabelle 2.3. 
 
2.2.1.1 Anzucht der Versuchspflanzen 
Zur Keimung wurden Gerstenkörner auf feuchtes Filterpapier gelegt und über Nacht im Dunkeln 
inkubiert. Am nächsten Tag wurden die gekeimten Körner zu jeweils 5 bis 14 Körnern pro Topf 
in Plastiktöpfe ausgelegt, die zu ¾ mit feuchter ED73-Erde gefüllt waren. Anschließend wurden 
sie mit gesiebter Erde abgedeckt und gegossen. Die Aufzucht der Gerste fand in Phytokam-
mern mit einer Licht- / Dunkelperiode von 16 h / 8 h, ca. 65 % Luftfeuchtigkeit und 18 °C kon-
stanter Temperatur statt. Sieben Tage nach Auslegen der Körner waren die Primärblätter voll 
entfaltet und konnten mit Magnaporthe inokuliert werden. Eine Inokulation des Sekundärblattes 
konnte zwei Wochen nach Auslegen der Körner, des Tertiär- bzw. Quartärblatts nach 2,5 bis 3 
Wochen durchgeführt werden. 
Eine Ausnahme stellten Pflanzen der Sorte Morex dar, die im Rahmen des Virus-induced Gene 
Silencings mit Viren infiziert werden sollten. Diese Pflanzen wurden in Pflanzenschränken mit 
einem Licht- / Dunkelrhythmus von 16h / 8h und einer Temperatur von 26 °C im Licht und 23 °C 
im Dunkeln herangezogen (siehe Kapitel 2.15.2.1). Die Infektion mit Virus sowie Inokulation mit 
Magnaporthe und die weitere Kultivierung der Pflanzen in Pflanzenschränken fand im S2-
Bereich statt. 
 
2.2.1.2 Ernte des Pflanzenmaterials 
Zum gewünschten Zeitpunkt nach Behandlung bzw. Inokulation der Gerste wurde das Pflan-
zenmaterial wie folgt geerntet.  
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Ernte von Ganzblättern 
Primärblätter, die für eine RNA- bzw. DNA-Extraktion verwendet werden sollten, wurden abge-
schnitten und nach Entfernen der Blattspitze sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Mikro-
skopieproben für die Autofluoreszenzmikroskopie wurden nach der Ernte sofort in Entfärbelö-
sung 1 entfärbt, Proben für die Callosefärbung in Entfärbelösung 2. Blätter, die für eine Aktin-
färbung verwendet werden sollten, wurden in 25 mM PIPES-Puffer mit Formaldehyd, EGTA, 
MgCl2 und TWEEN20-Zusatz gelegt. Trypanblau- und DAB-Färbung wurden direkt nach der 
Ernte durchgeführt.  
 
Ernte von Gerstenepidermis 
Zur Ernte von Gestenepidermis wurde mit einer Rasierklinge die Blattoberseite der Primärblät-
ter in der Nähe der Blattspitze vorsichtig eingeritzt, die Epidermis der Blattunterseite (abaxial) 
abgezogen (Abbildung 2.1), eventuell verbliebene grüne Blattfragmente entfernt und die Epi-
dermis sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
 
 
Abbildung 2.1: Isolierung abaxialer Gerstenepidermis. (A) Methodik: Anritzen des Blattes in der Nähe der Blattspitze 
mit einer Rasierklinge und vorsichtiges Abziehen der abaxialen Epidermis; (B) isolierte abaxiale Gerstenepidermis 
mit Ganzblattrest an der Blattspitze 
 
2.2.2 Weitere Versuchspflanzen aus der Familie der Poaceae 
Außer Gerste wurden weitere Pflanzen der Familie der Süßgräser (Poaceae) zu makroskopi-
schen Analysen herangezogen. So wurde mit Triticum aestivum (Weizen) Kultivar Feldkrone, 
Little Club und Prelude, Oryza sativa (Reis) Kultivar Tai-Nong und Kusabue, Digitaria sanguina-
lis, Digitaria ischaemum, Pennisetum rueppeli und Zea mays (Mais) gearbeitet. Außer Reis 
wurden alle Pflanzen in ED73-Erde ausgesät und in der Phytokammer unter den gleichen Be-
dingungen wie Gerste (Kapitel 2.2.1.1) kultiviert. Reis wurde in P-Erde (Pikiererde, Balster AG, 
Fröndenberg, Deutschland) ausgepflanzt und unter Phytokammerbedingungen in einer 15-
stündigen Lichtperiode bei 24 °C und ca. 75 % relativer Luftfeuchte und einer 9-stündigen Dun-
kelperiode bei 23 °C und 80 % Luftfeuchte gehalten. 
 
2.2.3 Der Pilz Magnaporthe 
In dieser Arbeit wurden verschiedene Pilzrassen der Gattung Magnaporthe (Klasse Ascomyce-
ten, Ordnung Diaporthales) verwendet, die von unterschiedlichen Wirtpflanzen isoliert wurden 
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(Tabelle 2.4). Von allen in Tabelle 2.4 aufgelisteten Isolaten wurde zunächst eine Stammbaum-
analyse durchgeführt. Im Weiteren wurde mit Isolat TH6772 (031) von der Wirtpflanze Reis als 
Wirt-Pathogen sowie mit Isolat CD180 von der Wirtpflanze Pennisetum als Nichtwirt-Isolat be-
züglich Gerste gearbeitet. 
 
Tabelle 2.4: verwendete Pilzrassen der Gattung Magnaporthe 
Isolat Wirtpflanze Herkunftsland Bezugsquelle 
 
BR29 Digitaria sanguinalis Brasilien CIRAD Montpellier 
IN06 Digitaria sanguinalis Indien CIRAD Montpellier 
JP23 Digitaria sanguinalis Japan CIRAD Montpellier 
PH55 Digitaria ciliaris Philippinen CIRAD Montpellier 
BF17 Pennisetum typhoides Burkina Faso CIRAD Montpellier 
CD86 Pennisetum typhoides Elfenbeinküste CIRAD Montpellier 
CD180 Pennisetum sp. Elfenbeinküste CIRAD Montpellier 
RW12 Eleusine coracana Rwanda CIRAD Montpellier 
RW18 Eleusine coracana Rwanda CIRAD Montpellier 
GN01 Zea mays Gabon CIRAD Montpellier 
TH03 Hordeum vulgare Thailand CIRAD Montpellier 
BR32 Triticum aestivum Brasilien CIRAD Montpellier 
FR13 Oryza sativa Frankreich CIRAD Montpellier 
SP24 Oryza sativa Spanien CIRAD Montpellier 
PH14 Oryza sativa Europa CIRAD Montpellier 
PR9 Oryza sativa Portugal CIRAD Montpellier 
TH6772 Oryza sativa Japan Institute of Biochemistry, Faculty of Agriculture, 
Tamagawa University, Machida-shi, Japan 
 
2.2.3.1 Anzucht des Pilzes zur Inokulation der Pflanzen 
Die verschiedenen Pilzrassen wurden generell auf Haferflocken-Stärke-Agar (HSA) im Dunkeln 
bei einer konstanten Temperatur von 23 °C kultiviert. Zur Sporulation wurden mit Pilz bewach-
sene Agarblöckchen auf Reisblattagar-, HSA- bzw. PDA- (potato dextrose agar) Platten über-
impft. Nach 14-tägiger Inkubation unter Weißlicht- und UV-Röhren und einer Temperatur von 
24 °C konnten die Konidiosporen geerntet werden. Hierzu wurden Pilzmycel und Sporen mit 
Wasser bedeckt und mit Hilfe eines Spatels von den Agarplatten abgekratzt. Sporen konnten 
durch Filtration über eine 3-lagige Mullschicht von Mycelresten getrennt werden. Mit Hilfe einer 
Thoma-Zählkammer wurde nun die Sporenkonzentration bestimmt und durch Verdünnung mit 
Wasser auf den gewünschten Wert eingestellt. Anschließend wurde die wässrige Sporen-
suspension 1:1 mit einer Gelatine/TWEEN20-Lösung verdünnt. Ganze Pflanzen bzw. Blattseg-
mente wurden gleichmäßig mit der Sporensuspension bzw. einer Kontrolllösung aus Gelati-
ne/TWEEN20-Lösung, die 1:1 mit Wasser verdünnt worden war, besprüht und im Anschluss bei 
100 % Luftfeuchte und ca. 26 °C im Dunkeln inkubiert. Nach etwa 24 h wurden die Pflanzen 
unter ein lichtdurchlässiges Zelt in die Phytokammer gestellt, Blattsegmente wurden dagegen in 
Pflanzenschränken weiterkultiviert.  
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Reisblatt-Agar (RBA): 
50 g Reisblätter  
10 g lösliche Stärke    1 % [w/v] 
2 g zerkleinerte Bierhefetabletten  0,2 % [w/v] 
15 g Agar      1,5 % [w/v] 
 
Haferflocken-Stärke-Agar (HSA): 
30 g Haferflocken 3 % [w/v] 
20 g Agar  2 % [w/v] 
2 g Hefeextrakt 0,2 % [w/v] 
10 g Stärke  1 % [w/v] 
 
Gelatine/TWEEN20-Lösung (100 ml): 
0,2 g Gelatine 0,2 % [w/v] 
100 µl TWEEN20 
 
2.2.3.2 Anzucht des Pilzes in Flüssigkultur zur DNA-Extraktion 
Für die Extraktion pilzlicher DNA zur Stammbaumanalyse wurden die verschiedenen Magna-
porthe-Isolate zunächst in Flüssigmedium herangezogen, um eine ausreichende Menge an 
agarfreiem Pilzmycel als Ausgangssubstanz zu produzieren. Hierbei wurden 50 ml Flüssigme-
dium (Couch und Kohn, 2002) in 250 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils mehreren mit Pilzmycel 
bewachsenen Agarblöckchen angeimpft. Die Kultur wurde bei 25 °C und 100 rpm geschüttelt. 
Nach ca. 6 Tagen konnte das Pilzmycel geerntet werden. Hierzu wurde es durch Filtration vom 
Medium getrennt und anschließend mehrfach mit Wasser gewaschen. Das Mycel wurde in 
Rundkolben überführt und lyophilisiert. Dann konnte es bei -80 °C gelagert werden. 
 
Flüssigmedium für Magnaporthe (100 ml): 
3 g Saccharose  3 % [w/v] 
0,5 g Ammoniumtartrat 0,5 % [w/v] 
0,1 g Ammoniumnitrat 0,1 % [w/v] 
0,05 g Magnesiumsulfat 0,05 % [w/v] 
0,1 g KH2PO4   0,1 % [w/v] 
0,01 g NaCl   0,01 % [w/v] 
0,013 g CaCl2x2 H2O 0,013 % [w/v] 
0,002 g FeSO4x7 H2O 0,002 % [w/v] 
0,1 g Hefeextrakt  0,1 % [w/v] 
(Couch und Kohn, Mycologia (2002)) 
 
2.2.3.3 Herstellung von Trockenkulturen zur Lagerung des Pilzes 
Da Magnaporthe bei dauerhafter Kultivierung auf Agarplatten (Kapitel 2.2.3.1) seine Sporulati-
onsfähigkeit verlieren kann, muss die langfristige Lagerung des Pilzes in Form von Trockenkul-
turen bei -20 °C erfolgen. Zur Herstellung der Trockenkulturen wurden quadratische, etwa 
1 x 1 cm große Stücke einer Nylonmembran sterilisiert und auf HSA-Platten ausgelegt. Diese 
Platten wurden nun mit Magnaporthe infiziert und für mehrere Wochen bei 23 °C im Dunkeln 
inkubiert. Wenn die Membranstücke vollständig mit Pilzmycel bewachsen waren, wurden sie in 
eine sterile Petrischale überführt und für etwa eine Woche im Exsikkator getrocknet. Anschlie-
ßend konnten sie bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. 
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2.3 Behandlung von Gerste mit Inhibitoren, Abscisinsäure und 
Celluloseacetat 
 
2.3.1 Verwendete Inhibitoren / Abscisinsäure 
Als Inhibitoren verschiedener pflanzlicher Stoffwechselwege wurden AIP (Inhibitor der Phenyla-
lanin-Ammonium-Lyase, PAL), Phaseolotoxin (Inhibitor der Ornithin-Carbamoyltransferase), 
Cytochalasin E (Aktin-Polymerisationsinhibitor), Cordycepin (Polyadenylierungsinhibitor) sowie 
DDG (Inhibitor der Callose-Synthase) verwendet. Außerdem wurde das Phytohormon Abscisin-
säure eingesetzt (Tabelle 2.5). 
 
Tabelle 2.5: Inhibitoren 
Bezeichnung 
 
Strukturformel beschriebene 
Wirkung 
Bezugsquelle 
2-Aminoindan-2-
Phosphorsäure  
(AIP) 
NH3
+
PO3H
-
x   H2O
 
kompetitive Hem-
mung der Phenyla-
lanin-Ammonium-
Lyase 
Zon, Wroclaw, 
Polen 
(Zon und Amrhein, 
1992) 
Phaseolotoxin  Sulfodiaminophosphinyltripeptid 
Hemmung der 
Ornithin-
Carbamoyltrans-
ferase/Ornithin-
Decarboxylase 
P. syringae pv. 
phaseolicola 
Isolat 4419 
Slusarenko, 
Aachen 
Cytochalasin E 
 
 
 
Hemmung der 
Aktin-
Polymerisation 
Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, 
München 
2-Deoxy-D-Glukose 
(DDG) 
 
 
 
Hemmung der 
Callose-Synthase 
Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, 
München 
Cordycepin 
(3’-Desoxyadenosin) 
 
 
 
Hemmung der 
Polyadenylierung 
von mRNA 
Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, 
München  
(Schiffer et al., 
1997) 
Abscisinsäure 
(ABA) 
 
Steigerung der 
Anfälligkeit von 
Reis gegenüber M. 
oryzae 
Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, 
München 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
30 
AIP wurde als 1 mM Stammlösung in Wasser gelöst, bei -20 °C gelagert und bei Bedarf in Ver-
dünnungen von 0,1 bis 0,4 mM verwendet. Cytochalasin wurde in 10 mM CaCl2 in einer Kon-
zentration von 1 mg/ml angesetzt, bei -20 °C gelagert und in Verdünnungen von 5-20 µg/ml 
verwendet. Cordycepin wurde als wässrige Stammlösung von 4 mM bei -20 °C gelagert und in 
Konzentrationen von 10 und 100 mM verwendet. DDG wurde aus einer frisch in Wasser ange-
setzten Stammlösung zu Konzentrationen von 0,1 bis 10 mM verdünnt. Das Phaseolotoxin wur-
de wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben aus Pseudomonas syringae pv. phaseolicola isoliert, im 
Plattentest auf seine Wirksamkeit überprüft und in verschiedenen Verdünnungen eingesetzt. 
Abscisinsäure wurde als Stammlösung von 4 mM in Methanol bei 4 °C gelagert und vor Ver-
wendung in Wasser mit TWEEN20-Zusatz (0,01 %) auf 20 µM verdünnt. 
 
2.3.2 Isolierung von Phaseolotoxin aus Pseudomonaden 
Eine Vorkultur von Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Isolat 4419 (Toxinbildner) bzw. Iso-
lat 592 (kein Toxinbildner) (gestellt von Arbeitsgruppe Slusarenko) wurde über Nacht bei 28 °C 
und 210 rpm angezogen. 2 ml der Vorkultur wurden anschließend mit 100 ml Hoitink-Medium in 
einem 500 ml Erlenmeyerkolben gemischt und für 4 Tage bei 18 °C geschüttelt. Bei dieser 
Temperatur sollte die Toxinbildung der Bakterien angeregt werden. Die Kultur wurde dann für 
10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Überstand im Rotationsverdampfer auf ca. 10 ml 
eingeengt. Dieser wurde nun mit dem neunfachen Volumen Methanol versetzt und für 8 min bei 
6000 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand bis zur Trockne am Rotationsver-
dampfer eingeengt, in 4 ml Wasser gelöst und mit neun Teilen Methanol versetzt. Nach einer 
weiteren Zentrifugation von 8 min bei 6000 rpm wurde der Überstand erneut bis zur Trockne 
eingeengt, in 3 ml Wasser gelöst und sterilfiltriert. Die Lösungen konnten bei 4 °C gelagert wer-
den. Das Endprodukt der Aufreinigung wurde im Fall von Isolat 4419 als Phaseolotoxin und im 
Fall von Isolat 592 als Kontrolllösung in den Plattentest bzw. die Infiltration der Pflanzen einge-
setzt. 
 
King’s B (KB)-Medium: 
20 g Pepton   
1,59 g K2HPO4    
10 ml Glycerol  
mit 5 % H3PO4 auf pH 7,2 einstellen 
für Festmedium 15 g/l Agar 
 
Hoitink-Medium: 
2 g Glucose 
1 g NH4Cl 
0,2 g MgSO4 
4,1 g KH2PO4 
3,6 g K2HPO4 
mit KOH auf pH 6,8 einstellen und sterilfiltrieren 
1 ml 1 mg/L Biotinlösung zugeben 
 
Biotinlösung: 
1 mg/L Biotin in heißem Wasser lösen, sterilfiltrieren 
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2.3.3 Überprüfung der Wirksamkeit von Phaseolotoxin im Plattentest 
Zunächst wurde von prototroph wachsenden E.coli K12 (gestellt von Arbeitsgruppe Slusarenko) 
aus einem Glycerinstock oder von einer Agarplatten-Kultur eine Vorkultur in LB-Medium ange-
setzt. Nach ca. 16 h Inkubationszeit bei 37 °C und 210 rpm wurden einige Tropfen dieser Bakte-
riensuspension verwendet, um 4 ml M9-Minimalmedium anzuimpfen. Die Bakterien wurden nun 
für einige Tage bei 37 °C und 210 rpm inkubiert, bis eine deutliche Trübung des Mediums sicht-
bar wurde. 200 µl der resultierenden E. coli Kultur wurden dann mit 10 ml handwarmem M9-
Wasseragar gemischt und in Petrischalen ausgegossen. Nach Aushärten wurden mit einem 
Korkbohrer pro Petrischale 3 Löcher in den M9-Wasseragar gebohrt. In diese Löcher wurden 
20 µl Wasser bzw. aufgereinigtes Stoffwechselprodukt beider Pseudomonas-Stämme pipettiert. 
Die Platten wurden für zwei Tage bei 37 °C inkubiert und dann die Hemmhofgröße bestimmt. 
 
1x M9-Minimalmedium ohne Zusätze (1 L):  
6 g Na2HPO4  
3 g KH2PO4 
0,5 g NaCl 
0,1 g NH4Cl 
sterilfiltrieren 
 
M9-Minimalmedium:   
100 ml 1x M9-Minimalmedium ohne Zusätze (sterilfiltriert) 
1 ml 0,1 M MgSO4x7H2O (sterilfiltriert) 
1 ml 0,01 M CaCl2x2H2O (sterilfiltriert) 
2 ml 50 % Glycerin oder 1 ml 20 % Glucose (sterilfiltriert) 
 
M9-Wasseragar: 
1) Substanzen für 1x M9-Minimalmedium in 500 ml Wasser ansetzen  
(sterilfiltrieren) 
10 ml 0,1 M MgSO4x7H2O zugeben 
10 ml 0,01 M CaCl2x2H2O zugeben 
2) 15 g Agar in 500 ml Wasser ansetzen und autoklavieren 
beide Lösungen auf 50 °C temperieren und 1:1 mischen 
 
2.3.4 Applikation der Inhibitoren bzw. des Phytohormons 
Die Inhibitoren wurden mit Hilfe einer speziell für Gerste entwickelten Spritze direkt in sieben 
Tage alte Primärblätter infiltriert. Durch die mit dem Eindringen der Flüssigkeit ins Gewebe ein-
hergehende Dunkelfärbung des Blattes konnte der Infiltrationsbereich bestimmt werden. Es 
wurde jeweils mindestens ein Bereich von 1,5 cm um die Einstichstelle infiltriert. Nur dieser Be-
reich wurde bei mikroskopischen Auswertungen berücksichtigt. Auf die Inhibitorapplikation fol-
gende Inokulationen wurden jeweils ca. 3 h nach Infiltration durchgeführt, frühestens jedoch 
wenn das Gewebe durch eine wiederkehrende hellgrüne Färbung anzeigte, dass die Interzellu-
laren flüssigkeitsfrei waren. Abscisinsäure bzw. eine Kontrolllösung aus Wasser mit TWEEN20- 
und Methanolzusatz wurde eine Stunde vor Inokulation mit Magnaporthe gesprüht. 
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2.3.5 Entfernen von Oberflächenwachs mit Celluloseacetat 
Die epicuticulare Wachsschicht von Gerste kann nach einer Methode von Powell et al. (1999) 
entfernt werden. Hierzu wurden die Gerstenblätter mit Hilfe eines Pinsels mit 5 %iger Cellulose-
acetatlösung bestrichen. Nachdem die Lösung auf den Blättern getrocknet war, bildete sich eine 
feste, weiße Celluloseacetatschicht aus, die sich mit einer Pinzette leicht von den Blättern ablö-
sen ließ. Die äußere Wachsschicht der Blätter wurde zusammen mit dem Celluloseacetat ent-
fernt. 
 
Celluloseacetatlösung (100 ml): 
5 g Celluloseacetat in Aceton  5 % 
 
2.4 Makroskopische Untersuchungen 
Zur makroskopischen Auswertung wurden mit Magnaporthe inokulierte bzw. inhibitor- oder 
hormonbehandelte Primär-, Tertiär- oder Quartärblätter der Gerste bzw. Blätter anderer Süß-
gräser verwendet. Die Blätter wurden abgeschnitten, auf 1 % Wasseragar ausgelegt und mit 
einer Digitalkamera fotographiert. Je nach Symptomausprägung wurde die Makroskopie in 
einem Zeitraum von 5 bis 10 Tagen nach Behandlung der Pflanzen durchgeführt. Bei Bedarf 
wurden Symptomanzahl und Symptomdurchmesser bestimmt. 
 
Wasseragar (100 ml): 
1 g Agar  1 % 
 
2.5 Cytologische Untersuchungen 
Die cytologische Untersuchung infizierter Gerstenblätter wurde mit Mikroskopen der Firma Leica 
durchgeführt. Eine auf das Mikroskop aufgesetzte digitale Kamera ermöglichte es, mikroskopi-
sche Bilder zu digitalisieren. Es wurden ausschließlich Pilz/Pflanze-Interaktionsstellen berück-
sichtigt, an denen gut ausgebildete Appressorien zu erkennen waren. Die Nebenzellen der 
Stomata sowie die Epidermiszellen zwischen zwei Spaltöffnungen wurden bei der Auswertung 
nicht berücksichtigt. 
 
2.5.1 DAB-Färbung 
DAB (Diaminobenzidin) wird bei Anwesenheit von H2O2 durch Peroxidasen zu einem braunen, 
unlöslichen Farbstoff umgesetzt. Unter der Voraussetzung, dass Peroxidasen gleichmäßig im 
Gewebe vorhanden sind, kann durch DAB die Produktion der oxidativen Sauerstoffspezies 
H2O2 nachgewiesen werden. Für die DAB-Färbung wurden Primärblätter der Gerste unter Was-
ser abgeschnitten, sofort mit der Schnittfläche in DAB-Lösung (1 mg/ml in Wasser, pH 4 einzu-
stellen mit NaOH) getaucht und unter den Abzug gestellt. Die Blätter sogen nun ca. 6 h die 
DAB-Lösung auf, bis diese bis in die Blattspitze vorgedrungen war. Makroskopisch sichtbar war 
eine deutliche Braunfärbung der Leitgefäße. Anschließend wurden die Blätter in Entfärbelö-
sung 1 entfärbt und in 50 %iger Glycerinlösung im Durchlicht mikroskopiert. Es wurden jeweils 
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100 Interaktionsstellen unter pilzlichen Appressorien pro Blatt ausgewertet und folgende Inter-
aktionstypen unterschieden: keine spezifische Färbung unter dem Appressorium oder im um-
gebenden Gewebe, lokale Färbung unter dem Appressorium, Färbung der befallenen Epider-
miszelle, Färbung der Mesophyllzellen unterhalb einer befallenen Epidermiszelle, wobei diese 
ihre runde Form behielten, Färbung kollabierter Mesophyllzellen unterhalb einer befallenen Epi-
dermiszelle (Abbildung 3.6). 
 
Entfärbelösung 1:   
4 Teile Ethanol  80 % [v/v] 
1 Teil Chloroform  20 % [v/v] 
Trichloressigsäure 0,15 % [w/v] 
 
2.5.2 Alexa Fluor Phalloidin- und DAPI-Färbung 
Zur Färbung des pflanzlichen Aktincytoskelettes kann der Farbstoff Alexa Fluor 488 Phalloidin 
(Invitrogen) verwendet werden. Phalloidin, das Gift des Knollenblätterpilzes, bindet an filamen-
töse F-Aktin-Untereinheiten, vernetzt diese miteinander und stabilisiert sie. Eine Depolymerisa-
tion in globuläres G-Aktin wird dadurch verhindert, das Aktincytoskellet fixiert und die Zelle ver-
giftet. Durch den an das Phalloidin gebundenen Farbstoff Alexa Fluor 488 können die F-Aktin-
Filamente sichtbar gemacht werden. Gleichzeitig ist mit Hilfe des Farbstoffes DAPI (4’,6-
Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid) eine Färbung der Zellkerne möglich. DAPI wird von Zel-
len sehr rasch aufgenommen und bildet mit DNA stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe, 
wodurch die Zellkerne sichtbar werden. Zum gewünschten Zeitpunkt nach Inokulation wurden 
Primärblätter der Gerste abgeschnitten und in ca. 0,4 cm breite Streifen zerkleinert. Diese Blatt-
fragmente wurden durch Inkubation in 25 mM PIPES-Puffer mit 4 %igem methanolfreiem Form-
aldehyd, EGTA, TWEEN20 und MgCl2 bei Raumtemperatur im Verlauf von einer Stunde abge-
tötet. Anschließend wurden sie zuerst mit 25 mM PIPES-Puffer, dann mit PB-Puffer pH 6,8 ge-
waschen und im Weiteren zur besseren Benetzung sowie Steigerung der Zellwand- und Mem-
branpermeabilität für 1 h in PB-Puffer pH 6,8 mit 0,5 % Triton-X-100 gelegt. Nach weiteren 
Waschschritten in PB-Puffer pH 6,8 sowie PB-Puffer pH 7,4 wurden die Blattfragmente in eine 
0,66 µM Alexa Fluor 488 Phalloidin-Lösung, die zusätzlich DAPI-Reagenz enthielt, gegeben 
und für 5 min im Exsikkator vakuuminfiltriert. Es folgte eine zweistündige Inkubation bei Raum-
temperatur im Dunkeln. Die gefärbten Blattfragmente wurden nun in PB-Puffer pH 7,4 gewa-
schen und auf Objektträger aufgezogen. Eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung (Aktin: 
Anregungsbereich 450-490 nm; DAPI: Anregungsbereich 340-380 nm) erfolgte möglichst bald, 
eine Färbung war jedoch auch noch am nächsten Tag erkennbar. Es wurden ca. 50 
Pilz/Pflanze-Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet. Hierbei wurde zwischen starker Aktinkon-
densation, schwacher Aktinkondensation und diffuser Aktinanordnung unter dem Appressorium 
unterschieden (Abbildung 3.8).  
 
PB-Puffer (500 ml):    
4 g NaCl 
0,1 g KCl 
0,7 g Na2HPO4 x 2H2O 
0,1 g KH2PO4    
mit NaOH oder HCl auf pH = 6,8 bzw. 7,4 einstellen + Triton-X-100 0,5 % [v/v]  
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PIPES-Puffer (500 ml):  
3,779 g PIPES  25 mM 
bei Bedarf Zugabe von 19,8 ml Formaldehyd 4 % [v/v] 
    0,076 g EGTA 
    0,0406 g MgCl2 
    50 µl TWEEN20 [v/v] 
 
2.5.3 Anilinblau-Färbung 
Callose kann mit dem Farbstoff Anilinblau unter Fluoreszenzlicht (Anregungsbereich 
340-380 nm) in den Zellwänden von Pflanzen nachgewiesen werden, sie erscheint als blauwei-
ße Fluoreszenz. Für eine Callosefärbung wurden Primärblätter über Nacht in Entfärbelösung 2 
entfärbt und anschließend über Nacht in frisch angesetzter Anilinblaulösung gefärbt. Die Blätter 
wurden kurz in Wasser gewaschen und sofort im Fluoreszenzlicht mikroskopiert, die Färbung 
hält sich nur wenige Stunden. Es wurden jeweils 100 Interaktionsstellen unter pilzlichen Ap-
pressorien pro Blatt ausgewertet und hierbei fünf Interaktionstypen unterschieden: keine Fluo-
reszenz unter dem Appressorium, Fluoreszenz unter dem Appressorium, Fluoreszenz der befal-
lenen Epidermiszelle (+/- pilzliche Hyphen), Fluoreszenz der Mesophyllzellen, wobei diese ihre 
runde Form behielten (+/- pilzliche Hyphen), Fluoreszenz der Pilzhyphen ohne gewebespezifi-
sche Fluoreszenz (Abbildung 3.10). 
 
Entfärbelösung 2:   
6 Teile Ethanol   86 % [v/v] 
1 Teil Essigsäure  14 % [v/v] 
 
Anilinblaulösung: 
0,1 M H2HPO4-Lösung pH 9,2 auf 0,067 M verdünnen 
0,05 % Anilinblau zufügen  
 
2.5.4 Detektion phenolischer Substanzen (Auflichtfluoreszenz)  
Gerstenpflanzen reagieren im Rahmen verschiedener zellulärer Abwehrreaktionen gegen pilzli-
che Pathogene mit einer Anreicherung phenolischer Substanzen in ihren Zellwänden. Diese 
Akkumulationen phenolischer Substanzen sind unter Auflichtfluoreszenz (Anregungsbereich 
450-490 nm) als gelbe bis grüne Fluoreszenz sichtbar. Für eine cytologische, mikroskopische 
Auswertung wurden, wenn nicht anders angegeben, Magnaporthe-infizierte Primärblätter der 
Gerste zu den Zeitpunkten 24 bis 96 h p.i. verwendet. Die Blätter wurden zum entsprechenden 
Zeitpunkt abgeschnitten und sofort in Entfärbelösung 1 gegeben, welche nach 1-2 Tagen er-
neuert wurde. Nach vollständiger Entfärbung der Blätter konnten diese in 50 %iges Glycerin 
überführt und anschließend mikroskopiert werden. Es wurden jeweils 100 Interaktionsstellen 
von Pflanze und Pilz pro Blatt ausgewertet und fünf Interaktionstypen unterschieden: Papille, 
Epidermis-HR, Mesophyll-HR (Mesophyllzellen behalten ihre runde Form), HR-ähnlicher Zelltod 
im Mesophyll (Mesophyllzellen kollabieren); Hyphenwachstum ohne Fluoreszenz (Abbildung 
3.12). 
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2.5.5 Trypanblau-Färbung 
Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Er dringt durch defekte 
Zellmembranen toter Zellen in das Cytosol ein und färbt diese Zellen tiefblau. Lebende Zellen 
dagegen erscheinen im lichtmikroskopischen Bild farblos. Für die Trypanblau-Färbung wurden 
frisch geerntete Primärblätter für 1 min in siedende Trypanblaulösung gelegt bzw. alternativ bei 
68 °C für ca. 1 h inkubiert und anschließend sofort in Chloralhydrat entfärbt. Das Chloralhydrat 
wurde mehrfach bis zur Entfärbung der Blätter gewechselt und die Blätter in 50 %igem Glycerin 
im Durchlicht ausgewertet. Hierbei wurden 100 Interaktionsstellen unter pilzlichen Appressorien 
pro Blatt beurteilt und zwischen fünf Interaktiontypen unterschieden: keine Färbung, räumlich 
begrenzte blaue Färbung unter dem Appressorium, Färbung der befallenenen Epidermiszelle, 
Färbung der Mesophyllzellen unter der befallenenen Epidermiszelle, wobei diese ihre runde 
Form behielten, Färbung kollabierter Mesophyllzellen (Abbildung 3.14). 
 
Trypanblaulösung (Lactophenol Trypanblau): 
10 ml Phenol 
10 ml Milchsäure 
10 ml Glycerin 
10 ml H2O 
10 mg Trypanblau 
die Lösung wird 2:1 mit 95 %igem Ethanol gemischt 
 
Chloralhydrat: 
100 g Chloralhydrat 
40 ml H2O 
unter Rühren und Erwärmen lösen 
 
2.5.6 Statistische Auswertung der Mikroskopie 
Die statistische Auswertung der Mikroskopiedaten wurde mit dem Programm SigmaStat (Versi-
on 3.5) durchgeführt. Nach Berechnung prozentualer Mittelwerte, Standardabweichung sowie 
Standardfehler der gezählten Rohdaten wurde wahlweise ein paarweiser t-Test oder eine 
ANOVA mit anschließender Holm-Sidak-Analyse durchgeführt (Vertrauensbereich 95 %). Jeder 
bewertete Interaktionstyp wurde hierbei separat ausgewertet. Statistisch signifikant abweichen-
de Ergebnisse wurden in den jeweiligen Abbildungen mit unterschiedlichen Buchstaben ver-
sehen. 
 
 
2.6 Nukleinsäurepräparationen 
 
2.6.1 Präparation von DNA 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeiten wurde genomische DNA aus Gerste, Magnaporthe und 
Bakterien sowie Plasmid-DNA aus Bakterien mit Hilfe unterschiedlicher Methoden isoliert. 
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2.6.1.1 Isolation von Plasmid-DNA  
 
Alkalische Lyse 
Nach einer Amplifikation von Plasmiden in Bakterien wurde standardmäßig die Methode der 
alkalischen Lyse zur Aufreinigung der angereicherten Plasmide verwendet. Das Prinzip dieser 
Methode basiert auf einer Alkalisierung der Bakteriensuspension durch Zugabe von NaOH. In-
folgedessen lösen sich die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen komplementären DNA-
Strängen von Plasmid sowie chromosomaler Bakterien-DNA. Nach Neutralisation durch Zugabe 
von Kaliumacetat und Eisessig ist die Plasmid-DNA in der Lage vollständig zu renaturieren. Die 
chromosomale DNA dagegen renaturiert nur in kurzen Teilbereichen und bildet eine unstruktu-
rierte DNA-Masse, die leicht mit Zellmembran, Zellwandbestandteilen, Proteinen und dem aus-
gefallenen NaOH pelettiert werden kann. Die Plasmid-DNA befindet sich nach der Zentrifugati-
on im Überstand und kann aufgereinigt werden. 
2 x 1,5 ml einer über Nacht in LB-Medium angewachsenen Bakterienkultur wurden 5 min bei 
10.000 rpm in einer Eppendorf Zentrifuge (5417R) zentrifugiert und jeweils der Überstand ent-
fernt. Das Pellet wurde in 200 µl eiskalter Solution 1 aufgenommen, vollständig resuspendiert 
und auf Eis gestellt. Anschließend wurden 400 µl frisch angesetzte, alkalische Solution 2 hinzu-
gefügt und das Gemisch vorsichtig geschwenkt, bis alle Wände des Reaktionsgefäßes benetzt 
waren. Hierbei ist zu starkes Schütteln der Gefäße zu vermeiden, da so an die bakterielle Zell-
membran assoziierte chromosomale Bakterien-DNA abgelöst werden könnte. Diese würde im 
Folgenden die Plasmid-DNA verunreinigen. Anschließend wurden die Proben auf Eis gestellt. 
Die Neutralisation und damit das Ausfallen der Proteine fand durch Zugabe von 300 µl eiskalter 
Solution 3 statt. Das Reaktionsgefäß wurde ca. 10 s geschwenkt, auf Eis für 5 min inkubiert und 
das Präzipitat durch Zentrifugation für 5 min bei 14.000 rpm pelletiert. Der die gelösten Nuklein-
säuren enthaltende Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe von 
1 Volumen Isopropanol und Inkubation für 20 min auf Eis wurden die Nukleinsäuren gefällt und 
anschließend durch eine Zentrifugation von 15 min bei 14.000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde 
mit 70 % Ethanol gewaschen und um RNA abzubauen 30 µl TE/RNase-Lösung (50 µl TE, 1 µl 
RNase 10 mg/ml) aufgenommen und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA-
Konzentration konnte photometrisch bestimmt und die Lösung mit 1x TE bzw. Wasser auf die 
gewünschte Konzentration eingestellt werden. 
 
Luria-Bertani-Medium (LB):  
10 g Trypton  1,0 %  [w/v] 
5 g Hefeextrakt  0,5 %  [w/v] 
10 g NaCl   1,0 % [w/v]   
in Wasser lösen und mit NaOH auf pH = 7,0 einstellen 
bei Bedarf 15 g Agar (1,5 %) zufügen 
bei Bedarf Antibiotikum zufügen 
 
Solution I (für 100 ml): 
0,9908 g Glucose      50 mM 
TrisCl (pH 8,0), 2,5 ml aus 1 M Stammlösung 25 mM 
EDTA (pH 8,0), 10 ml aus 0,1 M Stammlösung 10 mM 
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Solution II (für 1 ml): 
NaOH, 20 µl aus 10 N Stammlösung 0,2 M 
SDS, 100 µl aus 10 % Stammlösung 1 % [w/v] 
 
Solution III (100 ml): 
60 ml 5 M Kalium-Acetatlösung  0,3 M 
11,5 mL Eisessig    11 % [v/] 
   
1x TE: 
Tris/HCl (pH 7,5)    10 mM 
EDTA      1 mM 
 
JETstar Miniprep Kit 
Die Präparation von Plasmid-DNA für anschließende Sequenzierungen bzw. das VIGS (Kapi-
tel 2.15) wurde mit Hilfe von Ionenaustauschersäulen der Firma Genomed durchgeführt (JET-
star Miniprep Kit). Die zu isolierende Plasmid-DNA wird bei dieser Methode an Anionenaustau-
schersäulen gebunden, überschüssige RNA und Verunreinigungen unter Hochsalzbedingungen 
ausgewaschen und anschließend die DNA unter Niedrigsalzbedingungen von den Säulen elu-
iert. Mit Hilfe dieser Methode wurde DNA einer größeren Reinheit als bei der alkalischen Lyse 
gewonnen. Es wurden ca. 16 ml Übernachtkultur in die Aufreinigung eingesetzt. Die DNA-
Präparation erfolgte nach Angaben des Herstellers. 
 
2.6.1.2 Isolation genomischer DNA  
 
DNA Extraction Kit PHYTOPURETM 
Die Isolation von pflanzlicher und pilzlicher genomischer DNA für die phylogenetischen Unter-
suchungen, die Bestimmung pilzlicher Biomasse durch qPCR sowie die Genotypisierung der 
Rac1-Pflanzen wurde mit dem DNA Extraction Kit PHYTOPURETM (GE Healthcare) durchge-
führt. Das Kit basiert auf der polysaccharidbindenden Eigenschaft des PhytopureTM resigns, 
welches nach Zellaufschluss zugegeben wird und die Isolation qualitativ hochwertiger DNA er-
möglicht. In die Isolation wurden 2 Spatelspitzen von in Stickstoff homogenisiertem Pulver 
(Pilzmycel bzw. Blattmaterial) eingesetzt und im Folgenden nach Angaben des Herstellers ge-
handelt.  
 
2.6.2 Präparation von gesamtRNA 
Pflanzliche gesamtRNA besteht zu ca. 89 % aus ribosomaler RNA, zu ca. 10 % aus transfer 
RNA und nur zu etwa 1 % aus messenger RNA. Für Genexpressionsstudien wie Northernana-
lysen (Kapitel 2.14.1) und qPCR (Kapitel 2.8.2) reichte dieser geringe Anteil an mRNA im Ver-
hältnis zur gesamtRNA aus. Zur Herstellung der radioaktiv markierten cDNA-Sonden für die 
Macroarray-Analyse (Kapitel 2.14.2.1) musste jedoch zunächst eine Anreicherung der mRNA 
durchgeführt werden. RNA ist sehr instabil und kann leicht von ubiquitär vorhandenen RNasen 
abgebaut werden. Daher wurden alle RNA-Arbeiten mit autoklavierten Verbrauchsmaterialien 
bzw. DEPC-behandelten Flüssigkeiten durchgeführt. 
Die im Folgenden beschriebenen RNA-Aufarbeitungsmethoden beruhen alle auf demselben 
Prinzip: Nach einem Aufschluss der Pflanzenzellen durch Mörsern in flüssigem Stickstoff wird 
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das Blattpulver mit einer denaturierenden Lösung behandelt. Hierbei werden die RNasen inakti-
viert sowie störende Proteine ausgefällt. Die RNA kann nun in einer Phenol-Chloroform-
Extraktion von Proteinen getrennt und anschließend durch verschiedene Fällungsschritte weiter 
aufgereinigt werden.  
 
H2ODEPC   
Doppelt deionisiertem Wasser wurden 0,1 % DEPC [v/v] zugesetzt, über Nacht 
bei Raumtemperatur unter Rühren inkubiert und anschließend autoklaviert. 
 
peqGOLD RNA PureTM Methode 
Gefrorenes Pflanzenmaterial wurde in einem vorgekühlten Mörser mit flüssigem Stickstoff bis 
zur Homogenität zerkleinert. Ein 2 ml Reaktionsgefäß wurde anschließend etwa bis zur 0,5 ml-
Marke mit gemörsertem Blattmaterial gefüllt und dieses in die RNA-Extraktion eingesetzt. 1600 
µl Puffer peqGOLD RNA PureTM wurden zu dem Blattpulver gegeben und sofort gemischt. An-
schließend wurden 200 µl Chloroform zugefügt und das Gemisch kurz gevortext. Die Probe 
wurde für 10 min bei Raumtemperatur geschüttelt und 15 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifu-
giert. Von der oberen wässrigen Phase, welche die RNA enthielt, wurden 1200 µl in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und 850 µl Chloroform zugegeben. Nach kurzem Vortexen wurde 
erneut 10 min geschüttelt und 15 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 1000 µl der oberen 
Phase wurden in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 900 µl Isopropanol zugegeben. Nun 
wurde die RNA für 45 min auf Eis gefällt und anschließend 30 min bei 14.000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 1 ml 70 % [v/v] eiskaltem Ethanol gewaschen, in 
52 µl DEPC-Wasser aufgenommen und vollständig gelöst. 51 µl der Lösung wurden in ein fri-
sches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Davon wurde 1 µl zur RNA-Konzentrationsbestimmung 
verwendet und mit den restlichen 50 µl über Nacht eine Natrium-Acetat-Fällung durchgeführt. 
Hierzu wurden 10 µl 3 M Natrium-Acetat-Lösung, 50 µl DEPC-Wasser und 275 µl eiskaltes 
100 %iges Ethanol zugegeben, gemischt und bei –20 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die 
Lösung 60 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet mit 70 % Ethanol gewa-
schen. Anschließend konnte mit DEPC-Wasser die gewünschte Konzentration eingestellt und 
die RNA bei -80 °C gelagert werden. 
 
„Hot Phenol“-Methode 
Qualitativ hochwertige gesamtRNA aus Gerstenepidermis konnte im präparativen Maßstab mit 
Hilfe der „hot-phenol“-Methode isoliert werden (Dudler und Hertig, 1992). Hierbei wurden je 
1,5 g bis 2,5 g in Stickstoff pulverisierte Gerstenepidermis in 20 ml einer auf 85 °C temperierten 
Phenol/NETS-Lösung gelöst und nach Dudler et al (1992) weiterverarbeitet. Durch Zugabe von 
DEPC-Wasser konnte letztlich die Konzentration der RNA-Lösung auf 0,75 µg/µl eingestellt 
werden. Die Qualität der RNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. Anschlie-
ßend wurde die RNA bei –80 °C gelagert. 
 
2 x NETS: 
11,688 g NaCl 0,2 M 
EDTA   2 mM 
TrisCl (pH 7,5) 0,02 mM 
10 g SDS  1 % 
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Methode nach Chomczynsky 
GesamtRNA aus Gerstenepidermis konnte alternativ zur Isolation mit der „hot-phenol“-Methode 
nach einem modifizierten Protokoll von Chomczynsky et al. 1987 isoliert werden (Chomczynsky, 
1987). Hierbei wurden ca. 200 mg gemörsertes Blattmaterial schnell in 800 µl Lösung D gelöst. 
Nach 1 min sorgfältigem Vortexen wurden 80 µl 2 M Na-Acetat pH 4,3 zugegeben und ge-
mischt. Anschließend wurden 800 µl wassergesättigtes Phenol zugefügt und nach Mischen wei-
tere 160 µl Chloroform zugefügt. Das Gemisch wurde nun für 15 min auf Eis inkubiert. Durch 
Zentrifugation für 20 min bei 10.000 g und 4 °C wurde die wässrige, Nukleinsäuren-enthaltende 
Phase von der organischen Phase getrennt. Der wässrige Überstand wurde in ein neues Reak-
tionsgefäß überführt und die RNA mit 800 µl Isopropanol über Nacht bei -20 °C gefällt. An-
schließend wurde die RNA durch Zentrifugation von 15 min bei 10.000 g und 4 °C pelletiert und 
das Pellet in 100 µl Lösung D aufgenommen. Aus dem Überstand wurde die RNA mit 1 Volu-
men Isopropanol gefällt, mit 75 % Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in 30-100 µl DEPC-
Wasser aufgenommen. 0,5 µl der Lösung wurden in die photometrische RNA-
Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Durch Zugabe von DEPC-Wasser wurde die Konzentra-
tion der RNA-Lösung auf 0,75 µg/µl eingestellt. Die Qualität der RNA wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese überprüft. Anschließend wurde die RNA bei –80 °C gelagert. 
 
Lösung D: 
100 g Guanidinium Thiocyanat      4 M 
7,04 ml 0.75 M Natriumcitrat pH 7,0 (Zitronensäure) 0,25 mM 
10,56 ml 10 % Sarcosyl (= N-Laurylsarcosin Na-Salz)  0,5 % 
117,2 ml Wasser  
7 µl/ml ß-Mercaptoethanol vor Gebrauch zusetzen  0.1 M 
 
RNeasy Plant Mini Kit 
GesamtRNA BSMV-infizierter Pflanzen (Kapitel 2.15), wurde mit dem RNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
 
2.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren  
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren wurde photometrisch durchgeführt. Bedingt 
durch ihre Molekülstruktur absorbieren Nukleinsäuren Licht im ultravioletten Bereich bei einer 
Wellenlänge von 260 nm. Eine Absorption (A) von 1 entspricht bei DNA einer Konzentration von 
50 µg/ml, bei RNA einer Konzentration von 40 µg/ml. Gleichzeitig kann die Reinheit einer Nu-
kleinsäurelösung bestimmt werden, indem eine weitere Messung bei 280 nm erfolgt. Bei dieser 
Wellenlänge absorbieren Proteine. Je höher der Quotient aus Absorption bei 260 nm und 
280 nm ist, desto reiner sind RNA bzw. DNA. Die nach Kapitel 2.6 präparierten Nukleinsäuren 
wurden mit Wasser verdünnt und die Absorption in Halbmikroküvetten gemessen (Spectropho-
tometer DU 7500, Beckman). Die jeweilige Nukleinsäurekonzentration konnte nun mit den fol-
genden Formeln berechnet werden: 
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Zur Einstellung der Nukleinsäurelösung auf die gewünschte Konzentration wurde eine entspre-
chende Menge DEPC-Wasser (RNA) bzw. Wasser (DNA) zu der Probe gegeben. Mittels dena-
turierender Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.9.2) konnte die Konzentration aller RNA-
Proben anschließend optisch überprüft werden. Hierzu wurde 1 µl RNA mit 9 µl RNA-Pro-
benpuffer versetzt, 5 min bei 98 °C denaturiert, auf Eis abgekühlt und kurz abzentrifugiert. 
Ebenso konnte die DNA-Konzentration durch nicht-denaturierende Agarosegel-Elektrophorese 
(Kapitel 2.9.1) überprüft werden. Dazu wurden die Proben mit 5 x DNA-Ladepuffer gemischt 
und im Agarosegel aufgetrennt.  
 
2.8 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist eine Methode, mit der durch flankierende Oligo-
nukleotide (forward und reverse Primer) genau definierte DNA-Abschnitte exponentiell verviel-
fältigt werden können. Klassisch dienen doppelsträngige DNA-Fragmente als Matrize für die 
PCR. Diese werden zunächst durch hohe Temperaturen denaturiert (1. Denaturierung). Dann 
wird die Temperatur gesenkt und es kommt zur Anlagerung (2. Annealing) der Primer. Diese 
sind komplementär zu den flankierenden, das zu amplifizierende Fragment einrahmenden Se-
quenzen. Die 3’OH-Enden der Primer dienen als Startpunkt für die Taq-DNA-Polymerase. Bei 
optimaler Arbeitstemperatur beginnt diese mit der DNA-Synthese und stellt zur jeweiligen Matri-
ze komplementäre Stränge her (3. Elongation). Durch eine Abfolge weiterer Denaturierungs-, 
Anlagerungs- und Elongationsschritte wird das gewünschte DNA-Fragment exponentiell ampli-
fiziert. Je nach verwendeter Taq-Polymerase und zu amplifizierender Matrize müssen MgCl2- 
und dNTP-Konzentration optimiert werden. Die Annealing-Temperatur ist Primer-spezifisch. 
Während mit der herkömmlichen PCR, oder Endpunkt-PCR, nur ein qualitativer Nachweis der 
amplifizierten Produkte möglich ist, kann mit der quantitativen PCR (qPCR) auf die Menge an 
eingesetztem Ausgangsmaterial rückgeschlossen werden. 
 
2.8.1 Endpunkt-PCR 
PCR-Reaktionen wurden zur Amplifizierung und gegebenenfalls zur weiteren Analyse definier-
ter DNA-Bereiche im Rahmen der phylogenetischen Untersuchungen (Kapitel 2.13), der Son-
denherstellung (Kapitel 2.14.1.1) sowie der Klonierung (Kapitel 2.12 und Kapitel 2.15.1.1) und 
Sequenzierung verwendet. Es standen die Silverstar Taq-Polymerase sowie die Hot Gold Star 
Taq-Polymerase von Eurogentec zu Verfügung. Bei der Silverstar-Taq handelt es sich um eine 
hochleistungsfähige, thermostabile Polymerase, die aus Thermus aquaticus isoliert wurde. Die 
Hot Gold Star-Taq ist eine modifizierte Taq-Polymerase, die unter 74 °C nicht aktiv ist. Sie be-
nötigt eine thermische Aktivierung von 10 min bei 95 °C, um ihre maximale Anfangsaktivität zu 
erreichen. 
In einem Standardreaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 µl wurden 1 U Taq-
Polymerase, jeweils 10 pmol von forward und reverse Primer, MgCl2 der jeweiligen Optimalkon-
zentration, 2 µl 2 mM dNTPs, 2 µl 10x PCR-Puffer, steriles Wasser und eine variierende Menge 
des Templates eingesetzt. Der Ansatz wurde anschließend in einem Thermocycler folgenden 
Standardbedingungen ausgesetzt: 
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95 °C  3 min (Silverstar Taq)/ 
10 min (Hot Gold Star Taq) 
30-40 Zyklen mit:   
95 °C   30 s 
Anlagerungstemperatur Primer (Tabelle 2.1)  30 s 
72 °C  1 min 
72 °C   5 min 
4 °C   bis zur Entnahme der Gefäße 
 
Alternativ wurden Touchdown- bzw. Gradienten-Programme durchgeführt. 
PCR-Produkte, die zur Sequenzierung oder Klonierung weiterverwendet werden sollten, konn-
ten anschließend direkt mit Hilfe des PCR-Kombi Kits (Seqlab) nach Angaben des Herstellers 
aufgereinigt oder mit einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese (Kapitel 2.9.1) visualisiert 
und anschließend mit dem QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Agarosegel aufgerei-
nigt werden (Kapitel 2.10). 
 
2.8.2 Quantitative PCR 
Mit der quantitativen PCR (qPCR) oder real-time PCR wurde eine Methode entwickelt, mit der 
es im Gegensatz zur Endpunkt-PCR möglich ist, den Verlauf einer PCR-Reaktion zu messen 
und optisch sichtbar zu machen. Hierzu wird dem PCR-Ansatz ein Doppelstrang-DNA binden-
der Fluoreszenzfarbstoff zugegeben, z.B. SYBR Green, welcher von dem real-time PCR-
System detektiert werden kann. Der Farbstoff bindet im Laufe der PCR-Reaktion an das entste-
hende, doppelsträngige PCR-Produkt, sodass die Gesamtfluoreszenzintensität der Probe an-
steigt. Die Quantifizierung der Menge des eingesetzten Ausgangsproduktes basiert auf der Be-
rechnung eines Fluoreszenzschwellenwertes. Der PCR-Zyklus, in dem der berechnete Fluores-
zenzschwellenwert signifikant überschritten wird, ist der Schwellenwertzyklus („cycle threshold“, 
Ct). Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Ausgangsmenge an DNA und dem 
bestimmten Ct-Wert; je größer die Ausgangsmenge desto niedriger liegt der Ct-Wert. 
 
2.8.2.1 Quantifizierung von Pilzbiomasse in infiziertem Blattmaterial 
Mit Hilfe der qPCR wurde unter Verwendung von pilzspezifischen Primern (MGfor2, MGrev; 
abgeändert nach Qi und Yang, 2002, Tabelle 2.1) eine Quantifizierung der pilzlichen Biomasse 
in Magnaporthe-infizierten Gerstepflanzen durchgeführt. Die Primer MGfor2 und MGrev binden 
spezifisch an eine Sequenz in der rDNA von Magnaporthe. Parallel wurde eine Messung mit 
pflanzenspezifischen Primern (GIGfor, GIGrev; Zellerhoff et al., 2006, Tabelle 2.1), mit denen 
eine Amplifizierung eines DNA-Abschnitts des Gens gigantea möglich ist, durchgeführt und die 
Messwerte hiermit normalisiert. Um die Funktionalität von Primern und PCR-Bedingungen für 
die Quantifizierung der pilzlichen Biomasse zu bestätigen, wurde in jedem Versuch eine Stan-
dardreihe bestehend aus reiner Pilz-DNA sowie reiner Gersten-DNA in verschiedenen Verdün-
nungen mitgeführt. Dabei wurde sichergestellt, dass die Konzentrationen der gemessenen Pro-
ben im linearen Bereich der Standardkurven lagen. Alle Verdünnungen wurden mit einer BSA-
Lösung (100 ng/ml) als nicht-reaktiver Trägersubstanz hergestellt, um eine Wechselwirkung der 
stark verdünnten DNA mit Gefäßwänden auszuschließen. Für die quantitativen Untersuchungen 
wurden jeweils fünf Primärblätter der Gerste zu den gewünschten Zeitpunkten nach Inokulation 
MATERIAL UND METHODEN 
 
42 
mit verschiedenen Magnaporthe-Isolaten bzw. Behandlung mit Kontrolllösung geerntet und so-
fort in flüssigem Stickstoff gefroren. Die DNA-Extraktion fand mit Hilfe des DNA Extraction Kits 
PHYTOPURETM statt (Kapitel 2.6.1.2). Die Proben wurden auf eine Konzentration von 100 ng/µl 
mit Wasser eingestellt und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. In die qPCR wur-
den die Proben in einer Verdünnung von 1:10 (Pilz-Primer) und 1:100 (Gerste-Primer) in BSA-
Lösung eingesetzt.  
Ein Standardreaktionsmix bestand aus: 
 
2 µl   Template 
0,5 µl   Primer forward [10 pmol/µl] 
0,5 µl   Primer reverse [10 pmol/µl] 
5 µl   Reaktiongemisch (Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG with Rox, Invitrogen) 
MgCl2  (Endkonzentration 6 mM Pilz-Primer, 3 mM Gerste-Primer) 
H2O 
ad 10 µl  Endvolumen 
 
Die Proben sowie die Standardreihen wurden in Thermo-Fast® 96 Dectection Plates (ABgene, 
Surrey, UK) pipettiert und anschließend mit Optical Adhesive Cover (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA) verschlossen. Die PCR fand unter folgenden Bedingungen in einem ABIPRISM 
7000 Cycler statt: 
 
50 °C  2 min 
95 °C  10 min 
40 Zyklen mit:   
95 °C   15 s 
60 °C   1 min 
 
Eine Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software ABIPRISM 7000 SDS 1.0 (Applied Biosystems) 
nach dem mathematischen Modell von Livak und Schmittgen (2001). 
 
2.8.2.2 Quantifizierung der Transkriptakkumulation verschiedener Gene 
Mit Hilfe einer RT-qPCR (Reverse Transkription qPCR) wurde die relative Transkriptakkumula-
tion verschiedener Genfragmente in Gerste quantifiziert. Die Methode wurde zur Bestimmung 
der Transkriptakkumulation von Kandidatengenen, die aus der Macroarray-Analyse resultierten, 
sowie zur Validierung des Virus-induced Gene Silencings eingesetzt. Die Primer für die RT-
qPCR wurden mit Hilfe der Primer-Design Software PrimerExpress und Primer3 (Rozen und 
Skaletsky, 2000) hergestellt. Die Produktgröße des PCR-Produktes sollte hierbei optimalerwei-
se zwischen 90 und 120 Basenpaaren liegen, der GC-Gehalt der Primer zwischen 30 und 60 % 
und der Schmelzpunkt zwischen 59 und 61 °C. Die Primer wurden für Bereiche der Matrize ge-
wählt, die spezifisch für das jeweilige zu amplifizierende Gen waren. Die Sequenz aller resultie-
render PCR-Produkte wurde überprüft (Sequenzierservice von Seqlab, Göttingen bzw. Fermen-
tas, St. Leon-Rot).  
Für die RT-qPCR musste ausgehend von gesamtRNA zunächst durch eine reverse Transkrip-
tion cDNA hergestellt werden, welche anschließend in die qPCR eingesetzt werden konnte. 
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cDNA-Synthese 
Um eventuell vorhandene DNA-Reste zu entfernen, wurde zunächst ein DNase-Verdau der 
gesamtRNA durchgeführt. Hierzu wurden 1,25 µg gesamtRNA (RNA-Extraktion siehe Kapitel 
2.6.2) mit 1 U DNase, 1 µl DNase-Puffer mit MgCl2 und 7 µl Wasser gemischt und für 30 min 
bei 37 °C inkubiert. Die DNA-freie RNA wurde nun für 15 min auf 70 °C erhitzt. Anschließend 
wurden 20 pmol des Primers HINDANCHOR-T (Sequenz s. Tabelle 2.1) zugegeben und erneut 
5 min bei 70 °C denaturiert. Zu diesem Ansatz wurden nun 4 µl RT-Puffer, 2 µl 10 mM dNTPs, 
200 U MMulv (reverse Transkriptase) und 1 µl DEPC-Wasser pipettiert. Die reverse Transkrip-
tion lief während einer Stunde bei 37 °C ab. Anschließend wurde das Enzym durch Erhitzen für 
10 min auf 70 °C inaktiviert. Die cDNA konnte bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert werden. 
 
qPCR 
Standardmäßig wurden die cDNA-Proben zunächst um den Faktor 1:20 mit Wasser verdünnt. 
Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog zu Kapitel 2.8.2.1. Zur Normalisierung wurden alle 
gemessenen Werte auf das konstitutiv exprimierte Gen für Ubiquitin bezogen (Primer 
HU01O20T-332F, HU01O20T-434R, Sequenzen siehe Tabelle 2.1).  
 
2.9 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
Die Methode der Gelelektrophorese wird verwendet, um die negativ geladenen Nukleinsäuren 
ihrer Größe entsprechend im elektrisch geladenen Feld aufzutrennen. Als Trennmatrix dient 
hierbei zu langen Fäden polymerisierte Agarose. Sie fungiert als Sieb für die Nukleinsäuren, die 
sich im elektrischen Feld bewegen. Je größer die Nukleinsäuremoleküle sind, desto langsamer 
verläuft ihre Bewegung in der Agarosematrix. Durch Erhöhung der Agarosekonzentration kann 
außerdem die Maschendichte der Agarose erhöht und damit die Beweglichkeit großer Nuklein-
säuremoleküle weiter herabgesetzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde, sofern nicht an-
ders erwähnt, eine Agarosekonzentration von 1,5 % gewählt. Man unterscheidet die nicht-
denaturierende Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA von der denaturierenden 
Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von RNA. 
 
2.9.1 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, wie z.B. PCR-Produkten, Plasmid- oder genomischer 
DNA, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese unter nicht denaturierenden Bedingungen durch-
geführt. Dem Gel wurde hierbei zur Visualisierung der DNA eine Ethidiumbromidlösung zuge-
setzt. Ethidiumbromid ist eine interkalierende Substanz, die sich in die Nukleinsäure-Helix ein-
lagert und deren Brechungsindex ändert, sodass sie unter UV-Licht optisch sichtbar wird.  
Zur Herstellung der Trenngele wurde Agarose mit 1x TBE-Puffer zu einer Endkonzentration von 
1,5 % versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkühlen auf ca. 65 °C wurden 0,1 µg 
Ethidiumbromid/ml Agarosegel zugesetzt und durch Schwenken gemischt. Anschließend wurde 
das Gel blasenfrei gegossen. Nach Aushärten des Gels wurden die DNA-Proben mit 5x DNA-
Ladepuffer versetzt und in die vorgesehenen Geltaschen gefüllt. 1x TBE diente als Laufpuffer. 
Die Elektrophorese wurde bei 80-100 V durchgeführt. Unter UV-Licht (Transilluminator, 
MATERIAL UND METHODEN 
 
44 
λ = 302 nm) konnte die DNA im Anschluss an die Elektrophorese sichtbar gemacht und mittels 
einer Polaroidkamera bzw. eines Geldokumentationsystems dokumentiert werden.  
 
10x TBE: 
108,9 g Tris  0,9 M 
55,65 g Borsäure  0,9 M 
9,31 g EDTA-Natriumsalz 0,025 M 
 
10x DNA-Farbmarker (10 ml): 
4 g Saccharose  40 % [w/v] 
0,024 g Bromphenolblau 0,25 % [w/v] 
 
5x DNA-Ladepuffer (2 ml):  
1 ml 10x DNA-Farbmarker 50 % [v/v] 
1 ml 10x TBE  50 % [v/v] 
 
5x DNA-Probenpuffer ohne Bromphenolblau (10 ml): 
0,2 g Saccharose  20 % [w/v] 
5 ml 10x TBE  50 % [v/v] 
 
2.9.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese 
RNA bildet aufgrund ihrer einsträngigen Natur Sekundärstrukturen aus, die eine Auftrennung im 
nicht-denaturierenden Agarosegel aufgrund der linearen Molekülgröße unmöglich machen. Da-
her muss RNA unter denaturierenden Bedingungen, d.h. unter Bedingungen, welche die Aus-
bildung von Sekundärstrukturen verhindern, aufgetrennt werden. Hierzu wird dem Gel und dem 
RNA-Ladepuffer die denaturierend wirkende Substanz Formaldehyd zugefügt sowie vor Beginn 
der Elektrophorese zusätzlich eine Hitzebehandlung der RNA, bei der diese in ihre lineare Form 
übergeht, durchgeführt.  
Zur Herstellung von 100 ml Agarosegel wurden 1,5 g Agarose eingewogen und 95 ml 1x  
MOPS Puffer zugegeben. Die Lösung wurde in der Mikrowelle aufgekocht und nach Abkühlen 
auf ca. 65 °C mit 5 ml Formaldehyd versetzt. Anschließend wurde das Gel blasenfrei gegossen 
und nach Erstarren in die mit 1x MOPS-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer eingesetzt. Nach 
Zugabe des 1,5fachen Volumens an unverdünntem RNA-Probenpuffer wurden die RNA-Proben 
5 min bei 98 °C denaturiert, auf Eis abgekühlt und kurz zentrifugiert. Die denaturierten Proben 
wurden anschließend vollständig in die Probenkammern pipettiert und die Elektrophorese ge-
startet. Sie wurde bei einer Spannung von 80-90 V durchgeführt und das Ergebnis anschlie-
ßend unter UV-Licht (Transilluminator, λ = 302 nm) dokumentiert.  
 
10x MOPS: 
41,85 g MOPS   200 mM 
4,102 g Natriumacetat  50 mM 
3,722 g EDTA-Natriumsalz 10 mM 
mit NaOH auf pH = 7,0 einstellen 
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3x RNA-Probenpuffer(1,5 mL):  
720 µL Formamid     
160 µL 10 x MOPS     
260 µL Formaldehyd (37 %)    
100 µL DEPC-Wasser     
100 µL Ethidiumbromid (10 mg/mL)   
80 µL steriles Glycerin    
80 µL Bromphenolblau (gesättigt) 
 
2.10 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Für die weitere Verwendung von DNA nach einer Gelelektrophorese z.B. zur Sequenzierung, 
Klonierung oder als Matrize für eine RNA-Sonde müssen DNA-Fragmente der gewünschten 
Größe aus dem Agarosegel isoliert d.h. von der Agarose getrennt werden. Das QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) ermöglicht die Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen durch eine Hit-
zebehandlung in iodhaltigem Puffer und anschließender Aufreinigung über eine Ionenaustau-
schersäule. 
Nach einer nicht-denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese wurden die zu eluierenden DNA-
Fragmente mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Elution der DNA aus 
dem Gel erfolgte im Weiteren nach Angaben des Herstellers.  
 
2.11 Restriktionsanalysen 
Restriktionsendonukleasen können DNA an spezifischen, palindromisch angeordneten Schnitt-
stellen schneiden. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Restriktionsenzyme der 
Firmen Fermentas und NEB verwendet (Tabelle I. 5). Einerseits wurden so erste Informationen 
über die Phylogenie verschiedener Pilzisolate gewonnen, andererseits konnte mit Hilfe eines 
Restriktionsverdaus die Klonierung von Fremd-DNA in Plasmidvektoren überprüft werden. Au-
ßerdem wurden Restriktionsenzyme zur Klonierung von VIGS-antisense-Konstrukten benutzt 
(Kapitel 2.15.1.1) sowie zur Linearisierung von Vektoren eingesetzt (Kapitel 2.15.1.2). 
In einem Standardansatz wurden 2 µl (2 µg) Plasmid-DNA mit 1 µl des Restriktionsenzyms (5-
10 U), 1 µl des entsprechenden 10x Puffers und 6 µl Wasser gemischt und anschließend eine 
Stunde bei 37 °C inkubiert. Das Ergebnis des Restriktionsverdaus konnte durch eine nicht-
denaturierende Gelelektrophorese (Kapitel 2.9.1) überprüft werden. 
 
2.12 Klonierung von DNA-Fragmenten 
Ausgewählte Fremdgenfragmente wurden für den Einsatz in VIGS (Kapitel 2.15) sowie zur Se-
quenzierung in bakterielle Plasmide integriert (Ligation) und anschließend auf E. coli übertragen 
(Transformation). Die Bakterien vermehrten sich und damit auch das Plasmid mit integriertem 
Fremdgen, durch Zellteilung. Als Resultat entstanden viele Replikate (Klone) des Fremdgens. 
Der Gesamtvorgang wird als Klonierung bezeichnet.  
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2.12.1 Ligation von Fremd-DNA und Vektor 
Die Ligation ist ein Verfahren, bei dem das 3'-Hydroxy- und das 5'-Phosphat-Ende von Nuklein-
säuren mit Hilfe der sogenannten Ligase verbunden werden. Anwendung findet die Ligation 
beispielsweise bei der Einbringung von Fremd-DNA in Plasmide. In dieser Arbeit wurde stan-
dardmäßig mit den Plasmid pGEM-T easy (Promega) gearbeitet. Das pGEM-T easy Vekto-
ren-System erleichtert die Klonierung von PCR-Produkten, indem es mit linearen Vektoren ar-
beitet, die einfache Thymidinüberhänge an ihren 3’-Enden aufweisen. Diese terminalen Thymi-
dinüberhänge sind komplementär zu 3’-Adenosin-Resten, die von vielen „nonproofreading“ Taq-
Polymerasen an PCR-Produkte gehängt werden. Die Thymidin- bzw. Adenosinüberhänge lie-
fern die Grundlage für eine Ligasereaktion. 
In einem Standardligationsansatz wurden folgende Bestandteile eingesetzt: 
 
1 µl   Ligationspuffer 
1 µl   Ligase 
0,5 µl   pGEM-T easy Vektor 
   Template 
   Wasser 
ad 10 µl  Endvolumen 
 
Der Ansatz wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert und anschließend bis zur Weiterverwendung 
bei -20 °C gelagert. 
Des Weiteren wurden Fremdgenfragmente für den Einsatz in VIGS (Kapitel 2.15) in den Vektor 
pSGJ1 (pT7-BSMV-γMCS) ligiert. 
 
2.12.2 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli 
Transformationen wurden vorzugsweise mit chemisch superkompetenten Bakterien (E. coli 
TOP 10 F’-Zellen) der Firma Invitrogen durchgeführt. Alternativ wurden chemisch kompetente 
E.coli-Zellen des Stammes DH5α verwendet. Die chemisch kompetenten Bakterien sind in der 
Lage bei niedrigen Temperaturen Fremd-DNA aufzunehmen.  
In einem Standardansatz wurden 4 µl des Ligationsmixes (Kapitel 2.12.1) zu einem frisch auf-
getauten Aliquot der Bakterien gegeben und durch kurzes Rühren gemischt. Der Ansatz wurde 
30 min auf Eis gelagert und anschließend für exakt 30 sec bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. 
Danach wurden die Zellen in 250 µl TY-Medium aufgenommen und für 1 h bei 37°C und 210 
rpm inkubiert. Anschließend konnten verschiedene Mengen an Bakteriensuspension auf LB-
Platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37°C 
inkubiert werden. Durch das Antibiotikum konnten nur Bakterienzellen anwachsen, die den Vek-
tor mit dem entsprechenden Resistenzgen enthielten, bei denen die Transformation also erfolg-
reich verlaufen war. Diese Transformanten konnten nun in einem Flüssigmedium amplifiziert 
und die Plasmide mittels alkalischer Lyse oder Jetstar Miniprep (Kapitel 2.6.1.1) isoliert werden. 
Ein Restriktionsverdau (Kapitel 2.11) gab im Folgenden Aufschluss über die Integrität der 
Fremd-DNA. 
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2x TY-Medium: 
16 g Trypton  
10 g Hefeextrakt 
5 g NaCl 
mit 5 N NaOH auf pH 7,0 einstellen 
 
2.13 Phylogenetische Analysen 
Mittels molekulargenetischer phylogenetischer Untersuchungen sollte der Verwandtschaftsgrad 
der verschiedenen Magnaporthe-Isolate (Tabelle 2.4) bestimmt werden. Die Analysen wurden 
am Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) in Utrecht in der Arbeitsgruppe von Prof. Ped-
ro Crous durchgeführt.  
Zunächst wurde genomische pilzliche DNA isoliert (Kapitel 2.6.1), die als Template für drei ver-
schiedene PCR-Reaktionen (Kapitel 2.8.1) eingesetzt wurde. In der PCR wurden Genfragmente 
der Gene Actin, Calmodulin und Beta-Tubulin mit Hilfe der Primerpaare ACT-512F und ACT-
783R, CAL-228F und CAL-737R sowie Bt1a und Bt1b (Glass und Donaldson, 1995; Carbone, 
1999) (Tabelle 2.1) amplifiziert. Für die PCR-Reaktionen wurde  das GeneAmp PCR System 
9600 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) und folgendes PCR-Programm verwendet: 
 
95 °C  5 min 
40 Zyklen mit:   
95 °C   30 s 
52 °C   30 s 
72 °C  1 min 
72 °C  10 min 
 
Anschließend wurden die PCR-Produkte sequenziert. Hierbei wurde die Sequenzierungsreakti-
on mit dem ABI PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE 
Biosystems, Foster City, CA) nach Angaben des Herstellers sowie die Sequenzierung mit ei-
nem ABI Prism 3700 DNA Sequencer (Perkin-Elmer, Foster City, California, USA) durchgeführt. 
Elektropherogramme wurden mit der Sequenzanalyse-Software 4Peaks v1.6 (von A. 
Griekspoor und Tom Groothuis, www.mekentosj.com.) analysiert, in FASTA exportiert, mit dem 
Sequence Alignment Editor v2.0a11 (Dept. Zoology, Univ. Oxford, Oxford, UK) aligned und 
schließlich ins NEXUS-Format exportiert. Die phylogenetischen Analysen wurden mit dem Pro-
gramm PAUP v4.0b10 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony, Swofford, 2002) durchgeführt. 
Sequenzen von Magnaporthe salvinii (GenBank accession-Nummern: AF396030, AF395975, 
AF396004) und Magnaporthe rhizophila (GenBank accession-Nummern: AF396031, AF395972, 
AF396001) wurden als paraphyletische Außengruppen eingesetzt. Sequenzdaten von Actin, 
Beta-Tubulin und Calmodulin wurden zunächst einzeln analysiert, dann wurde ein „partition 
homogeneity Test“ (Farris, 1994) durchgeführt, um festzustellen, ob die Daten für eine kombi-
nierte Analyse geeignet sind. Für alle Parsimony Analysen wurde eine heuristische Suche 
durchgeführt (stepwise addition option, 100 random taxa additions). Lücken im Alignment wur-
den als fünfter Buchstabe behandelt und alle Buchstaben wurden ungeordnet und mit gleicher 
Gewichtung verwendet. Als „branch-swapping-Algorhythmus“ wurde der „Tree-bisection-
reconnection“ verwendet. Baumgröße, „consistency index”, “retention index” und “rescaled con-
sistency index” (TL, CI, RI und RC) wurden berechnet. Die Robustheit der resultierenden Bäu-
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me wurde durch 1000 Bootstrap-Wiederholungen abgeschätzt (Hillis, 1993). Zusätzlich wurden 
„neighbour-joining”-Analysen durchgeführt, bei denen die uncorrected (“p”), Jukes-Cantor, Ki-
mura 2-parameter und HKY85 Substitutionsmodelle eingesetzt wurden. Lücken wurden als feh-
lende Daten behandelt, Buchstaben ungeordnet und mit gleicher Gewichtung eingesetzt. Bin-
dungen wurden nach dem Zufallsprinzip gespalten. Alle Bäume wurden mit der Software Tree-
View v1.6.6 (Page 1996) dargestellt.  
 
2.14 Transkriptionsanalysen 
Eine zentrale Methode der molekularen Genetik ist die Transkriptionsanalyse, bei der das 
Transkriptom, also die Gesamtheit aller zu dem untersuchten Zeitpunkt transkribierten Gene 
eines Organismus, im Mittelpunkt der Untersuchungen steht. Mit Hilfe von klassischen 
Northernanalysen und qPCR können gezielt einzelne Kandidatengene analysiert werden, Array-
analysen dagegen geben Aufschluss über das Transkriptionsprofil einer Vielzahl von verschie-
denen Genen. 
 
2.14.1 Northernanalysen  
Die molekulargenetische Analyse von RNA wird aus historischen Gründen als Northernanalyse 
bezeichnet, nachdem zunächst die Analyse von DNA nach Edwin Southern (1975) als 
Southernanalyse (Southern, 1975) und die Analyse von Proteinen als Westernanalyse be-
schrieben wurden. Für die Northernanalyse wird RNA nach ihrer Isolation (Kapitel 2.6.2) zu-
nächst durch denaturierende Elektrophorese im Agarosegel aufgetrennt (Kapitel 2.9.2) und 
dann zur weiteren Analyse immobilisiert, d.h. aus der Agarosematrix entfernt und an eine positiv 
geladene Nylonmembran gebunden. Die auf der Membran immobilisierten Transkripte können 
im Anschluss mit Hilfe von Sonden, also kurzen DNA- oder RNA-Fragmenten, die komplemen-
tär zur Sequenz eines bestimmten Genfragmentes sind, analysiert werden. Nachdem die mit 
Fluoreszenzfarbstoffen wie Digoxigenin (DIG) oder Fluorescein markierten Sonden an die zu 
untersuchenden, komplementären RNA-Transkripte auf der Membran gebunden haben, können 
sie mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden. Diese binden an die DIG- bzw. Fluo-
rescein-Markierung der Sonde und können anschließend über die enzymatische Reaktion einer 
an den Antikörper gekoppelten alkalischen Phosphatase detektiert werden. Bei der Umsetzung 
des Substrates CSPD entsteht eine Chemilumineszenz, deren Stärke direkt mit der Menge an 
vorhandenen Nukleinsäurekopien, also gebundenen Sonden, korreliert. Im Folgenden soll auf 
die einzelnen Arbeitsschritte der Northernanalyse detailliert eingegangen werden. 
 
2.14.1.1 Herstellung DIG- und Fluorescein-markierter Nukleinsäuresonden 
Eine Möglichkeit der Herstellung DIG- bzw. Fluorescein-markierter Nukleinsäuresonden ist die 
in vitro Transkription unter Verwendung des DIG- bzw. Fluoresceinsystem von Roche, letztlich 
also die Produktion markierter RNA.  
Das zu untersuchende Genfragment wird dafür zunächst in das Plasmid pGEM-T easy kloniert, 
mittels PCR amplifiziert, aus dem Gel eluiert und anschließend unter Nutzung der pGEM-T ea-
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sy-spezifischen Promotor-Bindestellen (Vektorkarte Abbildung II. 1) mit einer RNA-Polymerase 
in vitro transkribiert. Für die in vitro Transkription wird ein Nukleotidmix verwendet, in dem ein 
Anteil der UTPs DIG- bzw. Fluorescein-markiert ist. Die entstehende RNA wird somit markiert 
und kann daher im Weiteren über einen DIG- bzw. Fluorescein-spezifischen Antikörper detek-
tiert werden. Für die in vitro Transkription wurde folgender Reaktionsansatz verwendet: 
 
2 µl  10 x Transkriptionspuffer 
2 µl   DIG-markierter NTP-Mix / Fuorescein-markierter NTP-Mix 
4 µl   DNA-Template 
1 µl   RNase Inhibitor (40 U/µl) 
9 µl   DEPC-Wasser 
2 µl   SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase (20 U/µl) 
 
Der Ansatz wurde für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 80 µl DEPC-Wasser 
zugegeben und die fertigen Sonden bei –80°C gelagert. RNA-Sonden sind für die Analytik von 
RNA im Rahmen der Northernanalyse aufgrund ihrer hohen Komplementarität optimal geeignet. 
 
2.14.1.2 Immobilisierung von RNA 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung im denaturierenden Agarosegel (Kapitel 2.9.2) wur-
de die RNA mittels Kapillarblot auf eine positiv geladene Nylonmembran übertragen. Hierzu 
wurde ein Docht aus speziellem Saugpapier auf eine Glasplatte aufgezogen und beide Enden 
des Dochtes in einen 25 mM Natriumphosphat-Blottingpuffer getaucht. Mit Hilfe von Plastikfolie 
wurde eine Schablone entsprechend der Größe der zu blottenden Gele auf den Docht gelegt. 
Der Docht wurde mit Puffer befeuchtet und die zugeschnittenen Gele mit der Oberseite nach 
unten aufgelegt. Auf die Gele wurden eine passend zugeschnittene Nylonmembran und darüber 
ein weiteres Stück zugeschnittenes Saugpapier luftblasenfrei geschichtet. Zum Abschluss folg-
ten mehrere Lagen saugfähiges Papier und eine weitere Glasplatte, die mit einer kleinen Glas-
flasche (Gewicht ca. 200 g) beschwert wurde. Der Blot wurde über Nacht bei Raumtemperatur 
durchgeführt und am nächsten Tag nach Abbau der Apparatur die RNA mittels UV-Crosslinking 
(125 mJ) kovalent an die Membran gebunden. Die Membran wurde nun entweder direkt weiter-
verwendet oder bei -20 °C gelagert. 
 
2.14.1.3 Prähybridisierung und Hybridisierung 
Die mit RNA beladenen Membranen wurden mit der Oberseite nach innen ohne Überlappungen 
in eine Hybridisierungsröhre gelegt und nach Zugabe von 5 ml auf 68 °C temperierter Hybridi-
sierungslösung (DIG easy Hyb, Roche) im Rotationsofen bei 68 °C für etwa eine Stunde prä-
hybridisiert. Die Prähybridisierung hat den Zweck, unspezifische Bindungsstellen auf der Memb-
ran abzusättigen und somit die spezifische Bindung der Sonde an die komplementäre RNA zu 
ermöglichen. 5 µl der mit Digoxigenin- oder Fluorescein-markierten Sonde wurden nun zu 
100 µl Hybridisierungslösung pipettiert, für 5 min bei 98 °C im Thermoblock denaturiert und an-
schließend auf Eis abgekühlt. Die 105 µl Sondenlösung wurden vollständig in 5 ml Hybridisie-
rungslösung überführt und nach Entfernung der gebrauchten Prähybridisierungslösung zu der 
Membran in die Röhre gegeben. Die Hybridisierung fand über Nacht bei der sondenspezifi-
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schen Temperatur (s.Tabelle 2.2) im Rotationsofen statt. Zur Optimierung der Ergebnisse konn-
te die Hybridisierungstemperatur variiert werden. Niedrige Temperaturen bewirkten hierbei eine 
unspezifischere Bindung der Sonde an die Membran, höhere Temperaturen führten zu spezifi-
scher Bindung aber schwächeren Hybridisierungssignalen.  
 
2.14.1.4 Immunodetektion 
Nach Übernacht-Hybridisierung wurden die Membranen aus der Hybridisierungsröhre genom-
men und sofort in einer Lösung aus 2x SSC/0,1 % SDS für etwa eine Minute geschüttelt. An-
schließend wurden sie dreimal für 20 min im Wasserbad bei der entsprechenden sondenspezi-
fischen Hybridisierungstemperatur in 0,1x SSC/0,1 % SDS unter Schwenken gewaschen. Nach 
kurzem Spülen der Membranen mit 1x Waschpuffer wurden sie mit 50 ml 1x Blocking Reagenz 
(Roche) versetzt und darin 30 min bei Raumtemperatur geschüttelt, um unspezifische Protein-
bindestellen abzusättigen. Anschließend wurden 5 µl Antikörper (Anti-DIG-alkalische Phospha-
tase bzw. Anti-Fluorescein-alkalische Phosphatase, Roche) zugefügt und die Membranen für 
eine Stunde unter leichtem Schütteln in der Antikörper/Blocking Reagenz-Lösung inkubiert. 
Nach kurzem Spülen mit 1x Waschpuffer / 0,3 % TWEEN 20 wurde erneut dreimal für 20 min in 
1x Waschpuffer/0,3 % TWEEN 20 gewaschen und die Membranen dann in 1x Substratpuffer 
äquilibriert. Die Membranen wurden nun auf eine Folie überführt, das Substrat der alkalischen 
Phosphatase (CSPD-Reagenz, Roche) schnell aufgeträufelt und gleichmäßig verteilt. Anschlie-
ßend wurden die Membranen in Klarsichtfolie eingeschweißt, ein Röntgenfilm aufgelegt und 
dieser nach Exposition entwickelt (Entwickler und Fixierer von Agfa). Um optimale Ergebnisse 
in Bezug auf Hintergrund- und Signalstärke zu erzielen, konnte die Entwicklungstemperatur 
zwischen Raumtemperatur und 37 °C sowie die Expositionsdauer zwischen 1 min und mehre-
ren Stunden variiert werden.  
 
20x SSC: 
175,3 g NaCl   3,0 M 
88,2 g Natriumcitrat  0,3 M 
mit NaOH oder HCl auf pH 7,0 einstellen 
 
10x Waschpuffer: 
116,08 g Maleinsäure   1,0 M 
87,66 g NaCl   1,5 M 
78 g Natriumhydroxid  1,95 M 
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen 
 
10x Substratpuffer: 
121,14 g Tris   1 M 
87,66 g NaCl   1,5 M 
mit NaOH oder HCl auf pH 9,5 einstellen, anschließend autoklavierte Magnesi-
umchlorid-Lösung zugeben; Endkonzentration MgCl2 50 mM 
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2.14.2 cDNA-Macroarrays 
Zur Analyse des Transkriptoms von Gerstenepidermis der Sorte IngridMlo 6, 12 und 24 h nach 
Pathogeninokulation wurden cDNA-Macroarrays (barleyPGRC1 cDNA array) verwendet, die 
freundlicherweise von Dr. Patrick Schweizer (IPK Gatersleben) zur Verfügung gestellt wurden. 
Die Macroarrays beinhalteten ca. 10.000 Genfragmente aus verschiedenen cDNA-Bibliotheken 
der Gerste. Die Sequenzen aller Genfragmente sind in der CREST-Datenbank des IPK Gaters-
leben (The IPK Crop EST database http://pgrc.ipk-gatersleben.de/est/index.php) verfügbar, ent-
sprechende Klone können käuflich erworben werden. Von den ca. 10.000 verwendeten 
Genfragmenten konnten 339 als pilzliche Gene identifiziert werden. Diese wurden nicht in die 
Auswertung einbezogen.  
Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden sowie Hybridisierung der Macroarrays und 
Signaldetektion wurden am IPK Gatersleben durchgeführt, die computergestützte Auswertung 
an der RWTH Aachen. 
 
2.14.2.1 Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden 
Als Ausgangsmaterial für die Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden wurde gesamt-
RNA aus Gerstenepidermis der Sorte IngridMlo verwendet. Drei der insgesamt vier unabhängi-
gen biologischen Replikate wurden hierbei nach der Methode nach Chomczynsky und ein bio-
logisches Replikat nach der „hot phenol“ Methode aufgearbeitet (Chomczynsky, 1987; Dudler 
und Hertig, 1992) (Kapitel 2.6.2). Aus dieser gesamtRNA musste zunächst die mRNA angerei-
chert und anschließend die Synthese einer zur mRNA komlementären, radioaktiv markierten 
cDNA-Sonde durchgeführt werden. 
 
Isolation der mRNA 
Mit Hilfe von magnetischen Polystyren-Kügelchen der Firma Dynal (Dynabeads, mRNA Purifica-
tion Kit; Oslo, Norwegen), auf deren Oberfläche Oligo-(dT)25Nukleotide kovalent gebunden 
sind, wurde zunächst die mRNA von tRNA und rRNA separiert. Die Trennung erfolgte aufgrund 
einer Hybridisierung der Poly(A)-Schwänze der reifen mRNA mit den Oligo-(dT)25 Nukleotiden 
auf der Oberfläche der beads. Die mRNA wird auf diese Weise an die beads fixiert und über-
schüssige RNA durch Waschen entfernt.  
Hierzu wurden pro Probe 100 µl Dynabeads in ein Reaktionsgefäß vorgelegt, magnetisch sepa-
riert und der Überstand entfernt. Anschließend wurden die Dynabeads in 50 µl Bindepuffer ge-
waschen und dann erneut in frischen 50 µl Bindepuffer aufgenommen. 37,5 µg RNA wurden für 
2 min bei 65 °C denaturiert um Sekundärstrukturen aufzubrechen und vollständig zu den vorbe-
reiteten beads gegeben. Anschließend wurde die Mischung für 5 min bei Raumtemperatur im 
Überkopfmischer inkubiert. Hierbei band der Poly(A)-Schwanz der mRNA an die Oligo-(dT)25 
Nukleotide der Dynabeads. Die überschüssige RNA wurde durch zweimaliges Waschen der 
Dynabeads in 100 µl Waschpuffer entfernt.  
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Dynal Bindepuffer (100 ml): 
Tris-HCl pH 7,5  20 mM (2 ml 1 M Stammlösung) 
LiCl    1,0 M (12,5 ml 8 M Stammlösung) 
EDTA    2 mM (400 µl 0,5 M Stammlösung) 
 
Dynal Waschpuffer (100 ml): 
Tris-HCl pH 7,5  10 mM (1 ml 1 M Stammlösung) 
LiCl    0,15 M (1,875 ml 8 M Stammlösung) 
EDTA    1 mM (200 µl 0,5 M Stammlösung) 
 
cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese wurde mit einer modifizierten MMLV Reversen Transkriptase, der Super-
ScriptTM II, durchgeführt. Diese wurde aus dem Moloney murine leukemia virus isoliert und ist 
eine RNA-abhängige DNA-Polymerase. Aufgrund fehlender intrinsischer RNase-Aktivität kön-
nen sehr lange Transkripte erzeugt werden. Der entstehende cDNA-Erststrang wird ausgehend 
von den Oligo-(dT)25 Nukleotiden gebildet und ist somit zunächst kovalent an die Dynabeads 
gebunden.  
Die Dynabeads mit gebundener mRNA wurden zweimal in je 250 µl 1x RT-Puffer gewaschen, in 
35,2 µl H2O, 10 µl 5x RT-Puffer, 1 µl 100 mM DTT, 2,5 µl 10 mM dNTP und 13 µl RNase Inhibi-
tor aufgenommen und 2 min bei 42 °C inkubiert. Zum Start der cDNA-Synthese wurde 1 µl der 
Reversen Transkriptase SuperScriptTM II (200 U/µl; GibcoBRL; Invitrogen, Kalifornien) zuge-
geben, gemischt und 1 h bei 42 °C inkubiert. Alle 15 min wurde die Lösung resuspendiert. Nach 
einer Stunde wurde der Überstand entfernt und die Dynabeads zweimal mit je 250 µl 1x RT-
Puffer gewaschen. Zur Entfernung der mRNA wurden die Dynabeads in 50 µl Elutionspuffer 
aufgenommen, 2 min bei 95 °C inkubiert um die Doppelstrangbindung aufzubrechen und sofort 
magnetisch separiert. Der Überstand wurde verworfen und die Elution wiederholt. Die neu syn-
thetisierte cDNA wurde zweimal mit 250 µl H2O gewaschen.  
 
5x RT-Puffer (100 ml): 
3,03 g Tris  250 mM  
1,86 g KCl   250 mM  
1,02 g MgCl2x6H2O  50 mM  
pH 8,3 mit HCl einstellen 
steril filtrieren 
25x RNA secureTMReagent zugeben (1 ml auf 25 ml Puffer) 
10 min bei 60°C inkubieren, abkühlen lassen 
 
Radioaktive Markierung der cDNA mit 33P 
Im letzten Schritt der cDNA-Sondenherstellung wurde mittels random priming ein mit 
(α-33P)dCTP radioaktiv markierter cDNA-Zweitstrang hergestellt. Bei dieser Methode werden 
Zufallshexamere („random primer“) als Primer für die DNA-Polymerase verwendet und radioak-
tiv markiertes dCTP in die Reaktion eingesetzt.  
Die Dynabeads mit gebundenem cDNA-Erststrang wurden in 21 µl H2O resuspendiert und mit 
6 µl eines dNTP Mixes (0,5 mM dATP, dGTP, dTTP; Roche) versetzt. Das Gemisch wurde 
3 min bei 95 °C inkubiert und 5 min auf Eis abgekühlt um Sekundärstrukturen der cDNA aufzu-
lösen. Anschließend wurden 4 µl Hexanukleotidmix (Roche), 3 µl (α-33P)dCTP (Amersham Bio-
sciences Europe GmbH, Freiburg) und 2 µl Klenow Fragment (10 U/µl USB; Fermentas, St. 
Leon-Rot) zugegeben und in 30 min bei 37 °C die Zweitstrangsynthese durchgeführt. Danach 
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wurden die Beads sofort magnetisch separiert, der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und die Aktivität von Beads und Überstand mittels eines Geiger-Müller-Zählrohres 
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) vergleichend gemessen. Zur Elution der ra-
dioaktiv markierten Sonde von den Beads wurden 50 µl Elutionspuffer zugegeben und für 2 min 
bei 95 °C inkubiert. Die Beads wurden sofort magnetisch separiert und der Überstand in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Die Elution wurde mit weiteren 50 µl Elutionspuffer wiederholt. 
Die 100 µl radioaktiv markierte cDNA-Sonde wurden auf einen äquilibrierten Anapore Whatman 
Filter gegeben und durch Zentrifugation bei 13.000 rpm für 5 min von Verunreinigungen ge-
trennt. Weitere 50 µl Elutionspuffer wurden auf den Filter gegeben und dann wurde erneut 
zentrifugiert, um eventuelle Sondenrückstände abzuwaschen. Anschließend wurde die Aktivität 
von Dynabeads im Vergleich zur Sondenlösung gemessen und die Sonde sofort verwendet. 
 
Elutionslösung (50 ml): 
Tris-HCl pH 7,5  10 mM (0,5 ml 1 M Stammlösung) 
 
2.14.2.2 Hybridisierung der Macroarray-Filter 
 
Prähybridisierung 
Die Macroarray-Filter wurden mit der Oberseite nach innen in Hybridisierungsröhren gelegt und 
mit 10 ml auf 65°C temperierten Hybridisierungspuffer für 30 min bei 65°C und 7 rpm im Hybri-
disierungsofen inkubiert. 100 µl Lachssperma-DNA (Salmon Sperm DNA; Stratagene, USA)  
wurden für 3 min bei 95 °C denaturiert, 5 min auf Eis abgekühlt, in die Hybridisierungsröhren 
gegeben und diese für weitere 1 bis 4 h im Hybridisierungsofen inkubiert. 
 
Hybridisierung 
Nach 1 bis 4 h wurde der Hybridisierungspuffer entfernt und durch 7 ml frischen Hybridisierung-
puffer ersetzt. Nach etwa 10 min wurden 100 µl denaturierte Lachssperma-DNA zugegeben. 
Anschließend wurde die radioaktiv markierte cDNA-Sonde für 3 min bei 95 °C denaturiert und 
für 5 min auf Eis abgekühlt. Sie wurde dann vollständig in die Hybridisierungsröhre gegeben 
und für 18 bis 24 h bei 65 °C inkubiert.  
 
Hybridisierungspuffer (100 ml): 
10 g Dextransulfat  10 %  
4 ml 20 % SDS    0,8 %  
20 ml 5 M NaCl    1 M  
 
2.14.2.3 Detektion und computergestützte Auswertung 
 
Detektion 
Nach 18-24 h wurde die die Sonde enthaltende Hybridisierungslösung entfernt, die Filter kurz 
mit auf 65 °C temperiertem Waschpuffer gespült und anschließend für zweimal 20 min in fri-
schem Waschpuffer bei 65 °C gewaschen. Nach vollständigem Entfernen des Waschpuffers 
wurden die Membranen auf mit Waschpuffer getränktem Filterpapier luftblasenfrei in Klarsicht-
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folie (SARAN) eingeschlagen. Zur Detektion der Signalintensitäten wurden die Membranen für 
24-144 h gegen einen Phosphoimager-Screen (23 x 40 cm; MS40080022 Fuji, Japan) in einer 
Kassette (Biomax) exponiert. Mit Hilfe eines PhosphoImagerTM-Systems (BAS3000 Reader; 
Fuji, Japan) konnten die Signalintensitäten in Bildpunkte umgewandelt werden. Diese soge-
nannte „storage phosphor“ Technik wandelt radioaktive Strahlung in Licht um. Eine densito-
metrische Auswertung, die 10-100x empfindlicher als herkömmliche Röntgenfilme ist, ist somit 
möglich (Johnston et al., 1990). Die Bilder wurden mit den Einstellungen IP Reading, 
16 Bits/Pixel und 100 µm Pixelgröße mit dem PhosphoImagerTM System gescannt. 
 
Waschpuffer (500 ml): 
2,5 ml 20 % SDS  0,1 %  
2,5 ml 20x SSC  0,1x  
 
Datenerfassung in Array Vision 
Die weitere Analyse der Signalintensitäten bzw. der durch den Phosphoimager eingelesenen 
Bildpunkte erfolgte mit der Software Array Vision (Image Research, St. Catharines, Ontario, 
Canada). Array Vision ermöglicht die Erkennung aller auf dem array aufgetragenen Spots und 
legt Kreise mit definiertem Radius um jeden Spotmittelpunkt. Aufgrund des spotting-Musters der 
subarrays (Abbildung 2.2) erhält man für jedes aufgetragene Nukleinsäurefragment sowie für 
den Hintergrund zwei Werte, die in die computergestützte Auswertung eingesetzt werden kön-
nen. 
Folgende Software-Einstellungen (Array Vision) wurden verwendet: analysis type: expression; 
array type: radio isotopic arrays; measure type: density; spot parameters: 11 pixel; spot shape: 
cycle; background: selected spots (individual). 
 
Abbildung 2.2: Detaillierte Dar-
stellung eines Subarrays mit 
Spotting-Muster. Ein Macroarray 
besteht aus 384 Subarrays, die 
sich jeweils aus 36 spotting-
Punkten zusammensetzen. Jedes 
Genfragment wird auf einem Sub-
array zweimal gespottet. An spot-
ting-Punkt 18 (dunkel unterlegt) 
werden keine Genfragmente auf-
getragen. Dieser Wert wird in der 
Auswertung als Hintergrundsignal 
verwendet. 
 
Normalisierung 
Nach dem Einlesen der Daten durch Array Vision wurden diese mit Hilfe von „Normalizer“, ei-
nem speziellen R-Skript (Altschmied, IPK Gatersleben), normalisiert. Das Programm führte 
mehrere Bearbeitungsschritte durch: Zunächst wurde von allen eingelesenen Intensitäten die 
jeweilige lokale Hintergrundintensität des Subarrays abgezogen. Signalen, deren Intensität bis 
zu 0,2 mal über dem lokalen Hintergrund lag, wurde ein der 0,2-fachen Hintergrund-Intensität 
entsprechender Wert zugewiesen. Anschließend wurde von den hintergrundkorrigierten und 
logarithmierten Signalintensitäten der logarithmierte Median der Signalintensitäten dieser 
MATERIAL UND METHODEN 
 
  55 
Membran abgezogen. Das Ergebnis wurde entlogarithmiert und für alle weiteren Analysen ver-
wendet. 
 
Analyse der Arraydaten 
Die weitere Auswertung der Daten fand zunächst mit Excel statt. Es wurden alle Gene ausge-
wählt, bei denen der Quotient aus normalisierter Signalintensität und Hintergrundintensität bei 
vier oder mehr Arrays größer als 2,5 war. Die so gewählten Gene wurden als present-Gene 
bezeichnet und in eine FDR (false discovery rate)-Analyse eingesetzt. Hierzu wurde das Pro-
gramm EDGE Version 1.1.208 (Story Lab) verwendet. Des Weiteren wurden mit Hilfe von Excel 
alle Gene selektiert, die gegenüber der Kontrollbehandlung in Wirt- oder Nichtwirt-Interaktion 
mindestens zweifach induziert oder reprimiert waren. Die Schnittmenge dieser induzierten bzw. 
reprimierten Gene sowie der Gene mit einer FDR kleiner als 5 % wurden als potentiell differen-
tiell regulierte Kandidaten weiterverwendet. Mit Hilfe des Programms Multi Experiment Viewer 
(MeV) Version 4.0 (TM4 Software Suite) konnten weitere Analysen wie hierarchisches Cluste-
ring, COA-Analyse sowie k-means Clustering durchgeführt werden. Das Expressionsmuster 
verschiedener Kandidatengene wurde mit Hilfe von RT-qPCR (Kapitel 2.8.2) überprüft. Eine 
funktionelle Analyse ausgewählter Kandidaten wurde mit dem Virus-induced Gene Silencing 
(VIGS) durchgeführt (Kapitel 2.15). Die Ergebnisse der Macroarray-Analyse wurden in die 
FLAREX-Datenbank des IPK Gatersleben (The IPK array experiment database) eingestellt und 
können nach Veröffentlichung von der Öffentlichkeit eingesehen werden. 
 
2.15 Virus-induced Gene Silencing (VIGS) 
Die funktionelle Analyse ausgewählter aus der Macroarray-Analyse (Kapitel 2.14.2) resultieren-
der Kandidatengene wurde mit der Methode des Virus-induced Gene Silencings (VIGS) durch-
geführt.  
Bei der VIGS-Technologie macht man sich die natürliche Pflanzenabwehr gegenüber phyto-
pathogenen Viren zunutze. Im Zuge dieser Abwehr sind Pflanzen in der Lage Virus-RNA zu 
erkennen und gezielt abzubauen (Mechanismus des PTGS). Auch mit dem Virus eingeführte 
Fremdgene werden auf diese Weise abgebaut und mit ihnen sämtliche homologen pflanzenei-
genen Transkripte. Es ist somit möglich, ausgewählte Transkripte in Pflanzen gezielt zu entfer-
nen und anschließend die Auswirkung dieses Gene Silencings auf die Pflanze zu analysieren.  
In allen Versuchen wurde das Streifenmosaik Virus der Gerste, barley stripe mosaic virus 
(BSMV), in Kombination mit dem gegen BSMV anfälligen Sommergerstenkultivar Morex für die 
VIGS-Technologie eingesetzt. 
 
2.15.1 Das Streifenmosaik Virus der Gerste (BSMV) 
Das Streifenmosaik Virus der Gerste (BSMV) ist ein dreiteiliges RNA-Virus. Es setzt sich aus α-, 
β- und γ-Untereinheit zusammen (Abbildung 2.3), welche jeweils eine methylierte 5’ cap-
Struktur und einen 3’Poly(A)-Schwanz mit nachfolgender Tyrosin-bindender Struktur tragen 
(Agranovsky et al., 1978; Agranovsky 1979; Agranovsky, 1982). In der vorliegenden Arbeit wur-
de der Stamm ND18 verwendet. 
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Die α-Komponente des BSMV ist 3,8 kb lang und kodiert für eine RNA-abhängige RNA Polyme-
rase (RdRP). Die β-Komponente mit einer Größe von 3,2 kb kodiert direkt für das Kapsid-
Protein des Virus und indirekt über zwei subgenomische RNAs für vier Proteine, die die syste-
mische Bewegung des Virus in der Pflanze ermöglichen. Das Kapsid-Protein ist für die Infektion 
von Gerste nicht erforderlich (Petty und Jackson, 1990). In dieser Arbeit wurde eine Deletions-
mutante verwendet, die kein Kapsidprotein bildet (β∆CP). Die kleinste Untereinheit stellt die γ-
Komponente mit nur 2,8 kb dar. Sie kodiert für eine zusätzliche Untereinheit der RdRP und das 
multifunktionale γb-Protein (Petty und Jackson, 1990).  
BSMV wurde in Form von Vektoren, 
die die cDNA der verschiedenen Un-
tereinheiten des Virus jeweils hinter 
einem Promotor für die T7-RNA-Poly-
merase tragen, von Merete Albrecht-
sen (Dänemark) zur Verfügung ge-
stellt (Vektorkarten Abbildung II. 2, 
Bruun-Rasmussen et al., 2007). Für 
den Einsatz in VIGS wurden Gen-
fragmente von Kandidatengenen in 
die multiple cloning site (MCS) der γ-
Untereinheit kloniert (Kapitel 
2.15.1.1). Anschließend wurden alle 
Vektoren linearisiert  (Kapitel 2.15.1.2) und zur Herstellung des aktiven Virus mit Hilfe von RNA-
Polymerasen in einer in vitro Transkription in RNA umgeschrieben (Kapitel 2.15.1.3). 
 
2.15.1.1 Klonierung von antisense-Konstrukten in die γ-Untereinheit des Virus 
Etwa 200 bp bis 500 bp große Fragmente ausgewählter Kandidatengene wurden in antisense-
Orientierung in die γ-Untereinheit des BSMV (pT7-BSMV-γ.MCS-Vektor) kloniert. Mit Hilfe des 
Online-Tools siRNA-Scan (Xu et al., 2006) (http://bioinfo2.noble.org/RNAiScan.htm) konnten 
potentielle RNAi-Konstrukte zunächst theoretisch auf ihre Wirksamkeit in Gerste getestet und 
so die optimalen Bereiche des Fremdgens für den Einsatz in VIGS ausgewählt werden. Das 
Programm zerlegt die eingegebene Sequenz in Stücke von 21 Nukleotiden und vergleicht diese 
mit dem Gersten-Genindex vom September 2004. Es wurden jeweils Sequenzen eingesetzt, die 
möglichst ausschließlich das gewünschte Gen herunter regulierten. 
Für die Klonierung der Fremdgene in die multiple cloning site des pT7-BSMV-γ.MCS-Vektor 
wurden Adaptorprimer konstruiert, die jeweils mit einer BamHI-Schnittstelle versehen waren 
(Sequenzen der Primer Tabelle 2.1). Ausgehend von EST-Klonen der CREST-Datenbank (IPK 
Gatersleben) wurde eine Standard-PCR (Kapitel 2.8.1) mit der Hot Gold Star Polymerase (Eu-
rogenTec) durchgeführt. Anschließend wurde das PCR-Produkt im 1,5 %igen Agarosegel visua-
lisiert, mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kits (Qiagen) aus dem Gel aufgereinigt und mit dem 
Restriktionsenzym BamHI (MBI Fermentas) für 2 Stunden verdaut. Parallel wurde der pT7-
BSMV-γ.MCS-Vektor (Bruun-Rasmussen et al., 2007) ebenfalls für 2 Stunden mit BamHI ge-
schnitten. Sowohl geschnittenes PCR-Produkt als auch Vektor wurden in einem 1,5 %igen Aga-
 
 
Abbildung 2.3: Schematische Organisation des barley stripe mosaic 
virus (BSMV) Genoms. RdRP = RNA-dependent RNA-Polymerase; 
KP = Kapsid-Protein; MCS = multiple cloning site. (modifiziert 
nach Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
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rosegel aufgetrennt und mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit aufgereinigt. Um eine Religation 
des Vektors zu verhindern, wurde dieser mit einer alkalischen Phosphatase (Roche) für 1 Stun-
de bei 37°C inkubiert (Entfernung der 5’-Phosphatgruppen) und anschließend zur Inaktivierung 
des Enzyms für 15 Minuten bei 65°C im Thermoblock erhitzt. PCR-Produkt und Vektor wurden 
schließlich in einem Standardligationsansatz (Kapitel 2.12.1) über Nacht ligiert. Mit dem Ligati-
onsprodukt wurden chemisch-kompetente E.coli vom Stamm TOP10F’ (Invitrogen) bzw. che-
misch kompetente E. coli vom Stamm DH5α transformiert. Erfolgreich transformierte Bakterien 
wurden über die Ampicillin-Resistenz des Vektors selektiert und über Nacht bei 37°C in LB-
Medium amplifiziert. Mit einer alkalischen Lyse konnte im Folgenden die Plasmid-DNA isoliert 
werden und aufgrund interner Schnittstellen im Fremdgen durch einen asymmetrischen Verdau 
die Klonierungsrichtung des Fremdgens bestimmt werden. Für die VIGS-Versuche wurden 
Konstrukte verwendet, in denen das Fremdgen in antisense-Richtung in den Vektor ligiert 
wurde.  
 
Tabelle 2.6: as-Konstrukte für den Einsatz in VIGSa 
Bezeichnung 
(pT7-BSMV-x) 
genutzte Schnittstellen 
zur Klonierung 
Größe 
Fremdgen 
[bp] 
Ergebnis siTool 
γMlo_as BamHI 251 Mlo-Protein [Hordeum vulgare] (P93766) 
γLTP_as BamHI 328 verschiedene LTPs [Hordeum vulgare] 
γAPOX_as BamHI 210 Ascorbat Peroxidase [Hordeum vulgare] (O23983) 
aFremdgenfragmente wurden mit Hilfe von Adaptorprimern in die MCS der γ-Untereinheit des BSMV kloniert 
 
2.15.1.2 Linearisierung der Plasmide 
Vor der in vitro-Transkription mussten die Vektoren, die die α-, β- bzw. γ-Untereinheit des Virus 
enthielten, linearisiert werden. Hierzu wurden die für den jeweiligen Vektor spezifischen Restrik-
tionsenzyme verwendet (Tabelle 2.7, s. Vektorkarten Anhang II).  
 
Tabelle 2.7: Beschreibung der Vektoren 
Vektor 
 
Restriktionsenzym Quelle 
pT7-BSMV-α MluI 
 
Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
pSGJ6 (pT7-BSMV-β) SpeI Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
pSGJ6 (pT7-BSMV-β∆CP) 
 
SpeI Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
pSGJ1 (pT7-BSMV-γMCS)  
und modifizierte Vektoren 
MluI 
Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
pSGJ8 sense (HvPDS) 
 
MluI Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
pT7-BSMV-γ.TaPDSas MluI 
 
Nowara, IPK Gatersleben 
(Nowara, 2008) 
 
Die Linearisierung wurde über Nacht durchgeführt, um einen unvollständigen Verdau zu ver-
meiden. Nach der Linearisierung wurde die Plasmid-DNA zur Entfernung des Restriktionsen-
zyms aufgereinigt. Hierzu wurde der Linearisierungsansatz mit EDTA (Endkonzentration 
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25 mM), Natriumacetat (Endkonzentration 0,3 M) und Ethanol (Endkonzentration 50 %) versetzt 
und anschließend bei -20°C für mindestens 15 min gefällt. Die DNA wurde durch Zentrifugation 
bei 14.000 rpm für 15 min pelletiert, das Pellet in 70 %igem Ethanol gewaschen, bei 37°C für 
10 min getrocknet und schließlich in 20 µl DEPC-Wasser aufgenommen.  
 
2.15.1.3 In vitro-Transkription 
Die in vitro-Transkription, also die Produktion funktionsfähiger RNA-Virus-Untereinheiten wurde 
mit dem mMessage mMachine High yield capped RNA Transcription T7 Kit (Ambion, USA) bzw. 
dem TranscriptAidTM T7 High Yield Transcription Kit (Fermentas) inklusive des 7mG(ppp)G RNA 
Cap Structure Analogs (NEB, USA) nach Angaben der Hersteller durchgeführt. Die resultieren-
den Transkripte der Virus-Untereinheiten konnten zur Infektion von Gerstenpflanzen verwendet 
werden. 
 
2.15.2 Infektion und Gene Silencing von Gerste mit BSMV 
2.15.2.1 Anzucht der Gerstenpflanzen und Infektion mit BSMV 
Gerstenpflanzen der Sommergerstensorte Morex wurden in Pflanzenschränken (Sanyo) in 
Pflanzentöpfen (Größe 10x10x10cm) mit ED73-Erde herangezogen. Sie wurden einer 16-stün-
digen Lichtphase bei ca. 26 °C sowie einer darauf folgenden 8-stündigen Dunkelphase von 
23°C ausgesetzt. Fünf Tage nach Aussaat, wenn die Primärblätter vollständig ausgebildet wa-
ren, wurde die BSMV-Infektion durchgeführt. Hierzu wurden zunächst die drei verschiedenen 
RNA-Sorten (α-, β- ,γ-Untereinheit des Virus) im Verhältnis 1:1:1 gemischt und damit das aktive 
Virus hergestellt. 5 µl des Gemisches wurden anschließend mit 20 µl FES-Puffer vereinigt und 
vollständig auf die Blätter aufgebracht. Hierzu wurde ein Gerstenblatt zwischen Daumen und 
Zeigefinger genommen, sodass die adaxiale Seite nach oben zeigte. Dann wurden 25 µl des 
Virus/FES-Puffer Gemisches auf den Daumen pipettiert und vorsichtig verrieben, bis dunkel-
grüne Streifen eine Verletzung der Pflanzenoberfläche anzeigten. Überschüssiges Virus/FES-
Puffer-Gemisch konnte zur Behandlung von 2 weiteren Gerstenpflanzen verwendet werden. 
Abschließend wurden die Blätter kurz mit Wasser abgespült. Alle Arbeiten sowie die weitere 
Kultivierung der Pflanzen fanden im S2-Labor statt. 
 
 
Abbildung 2.4 Infektion von Gerste der Sorte Morex mit BSMV. (A) Die Mischung aus FES-Puffer und Virus wird zwi-
schen Handschuh und Gerstenblatt pipettiert. (B) Das Gerstenblatt wird zwischen Daumen und Zeigefinger vorsich-
tig gerieben, bis sich (C) dunkelgrüne Streifen bilden. 
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Charakteristische BSMV-Symptome traten bei ungefähr 30 % der inokulierten Pflanzen ca. sie-
ben Tage nach Infektion auf den Sekundärblättern und allen höheren Blättern auf. Für weitere 
Untersuchungen zum Gene Silencing wurden nur Pflanzen mit BSMV-Symptomen verwendet. 
 
FES-Puffer: 
Glycin   0,1 M 
K2HPO4    0,06 M 
Natriumpyrophosphat  1 % [w/v] 
Bentonite   2 % [w/v] 
Celulite   1 % [w/v] 
pH 8,5 – 9,0 
Bentonite zunächst in wenig Wasser aufschlämmen und im Ultraschallbad vorbe-
handeln 
 
2.15.2.2 Überprüfung des Gene Silencings mit qPCR 
Voraussetzung für alle weiterführenden Untersuchungen war ein effektives Gene Silencing der 
mittels BSMV eingeführten Fremdgene in der Pflanze. Um dieses zu überprüfen, wurde eine 
qPCR mit Fremdgen-spezifischen Primern durchgeführt und die Transkriptakkumulation des 
Fremdgens im Vergleich zu kontrollbehandelten Pflanzen überprüft. Hierzu wurde RNA aus 
FES behandelten Kontrollpflanzen, Pflanzen, die mit dem Virus ohne Fremdgen sowie Pflan-
zen, die mit dem Virus mit Fremdgen infiziert wurden, isoliert. Im Gegensatz zu allen bisherigen 
gesamtRNA-Extraktionen wurde das RNeasy plant Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des Her-
stellers verwendet. Nach ihrer Isolation wurde die gesamtRNA zunächst DNase verdaut und 
anschließend in cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.8.2.2). Um die Matrizen-RNA abzubauen, 
wurde der gesamte Ansatz mit RNaseA und RNaseH behandelt, die verbleibende cDNA über 
eine Säule aufgereinigt (QiaQuick Gele Extraction Kit, Qiagen) und dann in eine qPCR-Analyse 
eingesetzt (Kapitel 2.8.2.2). 
 
2.15.3 Inokulation BSMV-infizierter Gerste mit verschiedenen Pathogenen 
2.15.3.1 Inokulation mit Blumeria graminis f sp. hordei 
Der echte Mehltau von Gerste Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) Isolat K1 (MPI Köln) wurde 
auf Gerstenpflanzen Kultivar Golden Promise in Phytoschränken (Sanyo) dauerhaft kultiviert 
(16h/8h Licht/Dunkel-Rhythmus, 18°C). Einen Tag vor Verwendung des Mehltaus für die Inoku-
lation BSMV-infizierter Gerste wurden Mehltau-befallene Pflanzen kräftig geschüttelt. Hierdurch 
wurden alte, nicht mehr infektiöse Konidiosporen entfernt und der Pilz zur Bildung neuer Sporen 
angeregt.  
Zur Inokulation wurden Blattsegmente von Tertiär-, Quartär bzw. Quintärblättern der Gerste auf 
Kinetin-haltige Agarplatten (1 µg/ml) gelegt und mit Heftzwecken fixiert. Die Platten wurden an-
schließend geöffnet in einen großen Pappkarton gestellt, dieser bis auf eine kleine Öffnung ver-
schlossen und 3-6 Mehltau-infizierte Blätter in dem Karton geschüttelt. Die Sporen wurden mög-
lichst gleichmäßig verteilt, anschließend wurde der Karton für 30 min verschlossen, damit die 
Sporen auf die Gerstenblattsegmente absinken konnten. Die auf diese Weise behandelten Blät-
ter wurden im Pflanzenschrank unter den beschrieben Bedingungen inkubiert. Nach ca. sechs 
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Tagen konnte eine makroskopische Auswertung erfolgen. Eine Mehltauinfektion konnte durch 
typische weiße bis graue, stäubende Konidienlager auf den Blättern identifiziert werden. Das 
Erscheinungsbild der Blätter wurde fotographisch dokumentiert. Zur mikroskopischen Analyse 
wurden die Mehltau-infizierten Blätter 48 h p.i. in Entfärberlösung 1 geerntet, durch Wechseln 
der Lösung nach etwa einem Tag vollständig entfärbt, anschließend mit Tinte-Essigsäurelösung 
pilzliche Strukturen angefärbt und die Blätter in Glycerin gelagert. 
 
Tinte-Essigsäure-Lösung: 10 % Tinte in einer 25 %igen Essigsäurelösung 
 
2.15.3.2 Inokulation mit Magnaporthe 
Wie bei der Inokulation mit Mehltau beschrieben, wurden BSMV-infizierte bzw. kontrollbehan-
delte Gerstenblattfragmente von Tertiär-, Quartär- bzw. Quintärblättern auf Kinetin-haltigem 
1 %igem Wasseragar ausgelegt und mit Heftzwecken befestigt. Anschließend erfolgte eine Ino-
kulation der Blattfragmente mit Sporen verschiedener Magnaporthe-Isolate (Kapitel 2.2.3.1). Die 
Sporensuspensionen wurden mit 100 ml Sprühflaschen aufgebracht. Die behandelten Blatt-
segmente wurden anschließend in einem lichtdicht verschlossenen, mit feuchten Tüchern aus-
gelegten Behälter für 24 h im Phytoschrank unter den oben beschriebenen Temperaturbedin-
gungen inkubiert und danach erneut dem Licht/Dunkel-Rhythmus ausgesetzt. Etwa 6 Tage 
nach Inokulation traten makroskopisch sichtbare Krankheitssymptome auf, die fotographisch 
festgehalten wurden. Mikroskopieproben konnten 48, 72 oder 96 h p.i. in Entfärberlösung 1 ge-
erntet werden. Die Proben wurden fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Kapitel 2.5.4). 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Phylogenetische Untersuchungen 
3.1.1 Infektionsassays 
Pilze der Gattung Magnaporthe sind in der Lage eine Vielzahl von Gräsern der Familie der Po-
aceae (Süßgräser) zu befallen. Typische Wirtpflanzen sind unter Anderem wichtige Nutzgräser 
wie Reis (Oryza sativa L.), Weizen (Triticum aestivum L.), Mais (Zea mays L.) und Gerste (Hor-
deum vulgare L.). Aber auch Zier- und Wildgräser wie das Lampenputzergras (Pennisetum) und 
Fingerhirsen (Digitaria, Eleusine) werden von Magnaporthe besiedelt.  
Für die vorliegende Arbeit standen 17 verschiedene Magnaporthe-Isolate, die in unterschiedli-
chen Ländern von verschiedenen Wirtpflanzen isoliert wurden (Tabelle 3.1), zur Verfügung. 
Diese Isolate sollten zunächst auf ihre Infektionsfähigkeit gegenüber Gerste getestet werden. 
Ziel war es Magnaporthe-Isolate zu identifizieren, die Gerste nicht infizieren können (Nichtwirt-
Interaktion). Um Rassen-Sorten-spezifische Resistenzmechanismen auszuschließen, wurden 
acht verschiedene Gerstenkultivare untersucht. Es handelte sich hierbei bis auf das Kultivar 
Hannah um Sommergersten, die Kultivare BCIngrid und BCPallas trugen außerdem das mlo-5-
Allel. Sechs bis acht Tage nach Inokulation der verschiedenen Gerstenkultivare mit den unter-
schiedlichen Magnaporthe-Isolaten wurde der Befall basierend auf einer Skala von 1 bis 9 
(Abbildung 3.1 abgewandelt nach Harp et al. 1998) bewertet.  
 
 
 
Abbildung 3.1: Darstellung möglicher Infektionsphänotypen von Gerste nach einer Magnaporthe-Infektion. Es wurde 
auf einer Skala von 1 bis 9 zwischen keinerlei sichtbaren Symptomen bis leichten Nekrosen (1-3) über leichten aber 
charakteristischen Krankheitssymptomen (4-6) und schweren Krankheitssymptome (7-9) unterschieden. Pflanzen, 
die eine Symptomatik vergleichbar mit Kategorie 1-3 zeigten, wurden als resistent (-), solche vergleichbar mit Kate-
gorie 4-9 als anfällig (+) eingestuft. (abgewandelt nach Harp und Corell 1998) 
 
Ein typisches durch Magnaporthe hervorgerufenes Krankheitssymptom zeichnete sich durch 
einen grauen Hof (zerstörtes Pflanzengewebe mit Pilzmycel und Konidiosporen) mit einem 
mehr oder weniger stark ausgeprägten braunen, nekrotischen Rand aus und musste eindeutig 
von nekrotischen Flecken ohne grauen Hof unterschieden werden. Nach Harp und Correll wur-
de ein Wert von 1 bis 3 als Resistenz (-) der Pflanze, ein Wert von 4 bis 9 dagegen als Anfällig-
keit (+) bezeichnet. Die Infektionsanalysen ergaben eine Aufspaltung der untersuchten Magna-
porthe-Isolate in zwei Gruppen (Tabelle 3.1). Isolate der Wirtpflanzen Reis, Weizen, Mais, Eleu-
sine und Gerste riefen typische Krankheitssymptome auf den meisten Gerstenkultivaren hervor, 
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mikroskopisch konnte die Bildung von Konidiosporen nachgewiesen werden (Wirt-Interaktion, 
Gruppe 1). Isolate der Wirtpflanzen Pennisetum und Digitaria dagegen verursachten keinerlei 
charakteristische Krankheitssymptome. Teilweise kam es zwar zur Bildung nekrotischer Flecken 
auf den befallenen Blättern, der Pilz kam jedoch in keinem Fall zur Sporulation (Nichtwirt-
Interaktion, Gruppe 2).  
 
Tabelle 3.1: Infektionsassaysa 
Gerstenkultivar 
Pilzisolat Wirtpflanze Herkunft In
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BR29  Digitaria sanguinalis  Brasilien -1 -2 -1 -1 -2 -2 -2 -2 
IN06 Digitaria sanguinalis Indien -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
JP23  Digitaria sanguinalis  Japan -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
PH55  Digitaria ciliaris  Philippinen -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
BF17  Pennisetum typhoides  Burkina Faso -1 -1 -1 -1 -3 -1 -1 -2 
CD86  Pennisetum typhoides  Elfenbeinküste -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
CD180  Pennisetum sp.  Elfenbeinküste -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
G
ru
p
p
e 
2 
GN01  Zea mays Gabon +6 +7 +5 +4 / / +4 / 
RW12  Eleusine coracana  Rwanda +4 +6 +4 +4 +5 +5 +4 +5 
RW18  Eleusine coracana  Rwanda +6 +7 +4 +4 +6 +5 +4 +5 
TH03 Hordeum vulgare Thailand +4 +5 +4 +4 +5 +6 +5 +5 
BR32 Triticum aestivum Brasilien +8 +9 +6 +5 +8 +5 +5 +5 
FR13 Oryza sativa Frankreich -1 +4 +4 +6 +6 +4 +7 +4 
PH14 Oryza sativa Phillipinen +4 +5 +4 +4 +4 +5 +5 +6 
PR9 Oryza sativa Portugal -1 +4 -1 +4 -1 +4 +5 +4 
SP24 Oryza sativa Spanien -3 +4 +3 +4 +4 +5 +5 +5 
TH6772  Oryza sativa Japan +4 +6 +4 +4 +5 +8 +7 +8 
G
ru
p
p
e 
1 
a Acht Gerstenkultivare wurden mit Sporen von 17 verschiedenen Magnaporthe-Isolaten unterschiedlicher Herkunft, die 
von verschiedenen Wirtpflanzen isoliert wurden, inokuliert. Nach 6-8 Tagen wurde die Infektionsstärke makroskopisch 
bewertet. Die Symptomatik wurde basierend auf einer Skala von 1-9 nach Harp und Corell (1998) eingestuft (vgl. 
Abbildung 3.1) und zwischen Pflanzen mit typischen Krankheitssymptomen (+) und Pflanzen ohne Krankheitssymptome 
(-) unterschieden. „/“ bedeutet, dass die Interaktion nicht getestet wurde. 
 
Das Krankheitsbild, welches durch Pathogene der Gruppe 1 hervorgerufen wurde, variierte in 
seiner Stärke und Ausprägung in Abhängigkeit von den verwendeten Magnaporthe-Isolaten und 
Gerstenkultivaren und reichte von sehr vielen (Isolat BR32 von Weizen auf Kultivar BCIngrid-
mlo-5) bis hin zu nur wenigen Krankheitssymptomen (Isolat PH14 von Reis auf Kultivar Ingrid-
Mlo). Vereinzelt zeigten sich Gerstenkultivare sogar resistent gegenüber bestimmten Pilz-
isolaten (Kultivar IngridMlo gegenüber Isolat FR13 von Reis). Im Gegensatz dazu gab es kaum 
Variationen im Infektionsphänotyp von Pflanzen, die mit Magnaporthe-Isolaten der Gruppe 2 
inokuliert wurden. Bis auf wenige Ausnahmen, bei denen sich nekrotische Flecken auf den Blät-
ter zeigten (Isolat BF17 auf Kultivar Hannah), blieben die infizierten Blätter vollständig gesund 
(Tabelle 3.1).  
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Stellvertretend für beide Pathogen-Gruppen wurde mit jeweils einem typischen Vertreter 
(Tabelle 3.1, grau schattiert), TH6772 von der Wirtpflanze Reis aus Gruppe 1 und CD180 von 
Pennisetum aus Gruppe 2, das Spektrum der untersuchten Gerstenkultivare erweitert. Die hier-
für ausgewählten Gerstenkultivare stammten aus einem Infektionsscreen der Universität Wage-
ningen (Arbeitsgruppe Rients Niks, Niederlande) und zeigten einen hypersuszeptiblen Phänotyp 
gegenüber Nichtwirt-Isolaten des Rostpilzes Puccinia. Die Ergebnisse der Infektionsassays mit 
beiden Magnaporthe-Isolaten sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Analog zu den Analysen 
der ersten acht Gerstenkultivare wurden durch Isolat TH6772 Krankheitssymptome auf allen 
Gerstenkultivaren hervorgerufen, während alle Pflanzen nach Infektion mit Isolat CD180 voll-
ständig gesund blieben. 
 
Tabelle 3.2: erweiterte Infektionsassaysa 
Gerstenkultivar 
Pilzisiolat Wirtpflanze 
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CD180 Pennisetum spec. -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
TH6772 Oryza sativa +5 +5 +5 +7 +5 +5 +5 +7 +4 +6 +5 +4 +5 
a 13 Gerstenkultivare, die aus einem Screen gegen verschiedene Nichtwirt-Isolate der Gattung Puccinia als anfällig her-
vorgingen, wurden mit Sporen von Magnaporthe-Isolat TH6772 bzw. CD180 inokuliert. Nach acht Tagen wurde die Infek-
tionsstärke makroskopisch ausgewertet. Die Symptomatik wurde basierend auf einer Skala von 1-9 nach Harp und Corell 
(1998) bewertet (Abbildung 3.1) und zwischen Pflanzen mit typischen Krankheitssymptomen (+) und Pflanzen ohne 
Krankheitssymptome (-) unterschieden. 
 
 
Um auszuschließen, dass Magnaporthe-Isolate der Wirtpflanzen Digitaria und Pennisetum ihre 
generelle Infektionsfähigkeit verloren hatten und nur deshalb keine Symtome auf Gerste verur-
sachten, wurden Kontrollinokulationen auf den jeweiligen Wirtpflanzen durchgeführt.  
 
 
 
Abbildung 3.2: Infektion von Pennisetum rueppeli bzw. Digitaria sanguinalis mit Magnaporthe. Pflanzen der Art Pen-
nisetum rueppeli (A, B) bzw. Digitaria sanguinalis (C, D) wurden mit Sporen des Magnaporthe-Isolates CD180 (A, B) 
bzw. BR29 (C, D) inokuliert. Die makroskopische Dokumentation erfolgte ca. sieben Tage nach Inokulation. Pfeile 
zeigen beispielhaft auf typische Krankheitssymptome. Der Versuch wurde mindestens zweimal wiederholt.  
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Bei allen Isolaten konnte durch diese Analysen die Virulenz auf ihren ursprünglichen Wirtpflan-
zen bestätigt werden. Beispielhaft sind in Abbildung 3.2 typische Krankheitssymptome, die 
Magnaporthe-Isolate CD180 auf der Wirtpflanze Pennisetum rueppelli sowie BR29 auf der Wirt-
pflanze Digitaria sanguinalis hervorrufen, dargestellt. Die Isolate konnten von den Blättern der 
Wirtpflanzen reisoliert werden. 
 
3.1.2 Sequenzanalytische Untersuchung verschiedener Magnaporthe-Isolate 
Im Verlauf der Coevolution zwischen Pathogen und Pflanze kommt es zu einer wechselseitigen 
Anpassung und Weiterentwicklung beider Interaktionspartner (Kareiva, 1999). Eine Spezialisie-
rung von Pathogenen auf bestimmte Wirtpflanzen durch die Entwicklung spezifischer Angriffs-
mechanismen zieht die Ausbildung von entsprechenden Resistenzreaktionen auf der Pflanzen-
seite nach sich. Im Zuge dieser Selektion kommt es auf molekulargenetischer Ebene zu Verän-
derungen des Erbmaterials der Organismen. Mutationen in ausgewählten DNA-Abschnitten 
können daher als Maß für den phylogenetischen Verwandtschaftsgrad zweier Organismen ge-
nutzt werden. So werden Sequenzbereiche bestimmter Markergene heutzutage standardmäßig 
zur Stammbaumerstellung verwendet (Hall, 2004). 
Phylogenetische Untersuchungen innerhalb der Gattung Magnaporthe führten bereits im Jahr 
2002 zu einer Separierung der Art M. oryzae, die Magnaporthe-Isolate von der Wirtpflanze Reis 
und einiger anderer Gräser beinhaltet, von der Art M. grisea, die Isolate von der Wirtpflanze 
Digitaria umfasst (Couch und Kohn, 2002). Diese Untersuchungen sollten in der vorliegenden 
Arbeit auf alle 17 in den Infektionsassays analysierten Magnaporthe-Isolate (Tabelle 3.1) aus-
geweitet werden. Hierbei wurde methodisch analog zu den Analysen von Couch und Kohn 
(2002) verfahren.  
 
3.1.2.1 PCR-RFLP-Analyse 
Pilze der Art M. oryzae besitzen in ihrem β-Tubulin-Gen eine Restriktionsschnittstelle für das 
Enzym HpaII. Im Gegensatz dazu fällt im β-Tubulin-Gen von M. grisea-Isolaten aufgrund einer 
G-A-Transition an Position 160 und einer G-C-Transition an Position 161 die HpaII Schnittstelle 
weg. Dieser Umstand kann in einer PCR-RFLP-Analyse (PCR-Restriktionsfrag-
mentlängenpolymorphismus) zur Unterscheidung der beiden Magnaporthe-Arten genutzt 
werden.  
Für die PCR-RFLP-Analyse wurde zunächst genomische DNA der 17 Magnaporthe Isolate auf-
gereinigt, mit Hilfe einer PCR ein Fragment des β-Tubulin-Gens jedes Isolats amplifiziert und 
das Fragment mit dem Restriktionsenzym HpaII geschnitten. Die Produkte des Restriktionsver-
daus wurden in einem Agarosegel der Größe nach aufgetrennt und sind in Abbildung 3.3 dar-
gestellt. Bei Isolaten von Reis (M. oryzae) konnte das β-Tubulin Genfragment durch HpaII in 
zwei Fragmente geschnitten werden, ebenso bei allen Isolaten der Wirtpflanzen Mais, Eleusine, 
Weizen und Gerste. Dagegen blieb bei Digitaria-Isolaten (M. grisea) das β-Tubulin-
Genfragment unverdaut, es fehlte demnach die Restriktionsschnittstelle für HpaII. Auch bei Iso-
laten der Wirtpflanze Pennisetum konnte das β-Tubulin-Fragment nicht geschnitten werden.  
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Nach dieser ersten Analyse konnten Isolate der Wirtpflanzen Reis, Mais, Gerste, Weizen und 
Eleusine in eine M. oryzae-Gruppe, Isolate der Wirtpflanzen Digitaria und Pennisetum in eine 
M. grisea-Gruppe eingeordnet werden.  
 
 
Abbildung 3.3: PCR-RFLP-Analyse eines β-Tubulin-Genfragments von Magnaporthe. Ein Genfragment des β-Tubulin-
Gens von 17 Magnaporthe-Isolaten verschiedener Wirtpflanzen wurde mittels PCR amplifiziert und mit dem Re-
striktionsenzym HpaII geschnitten. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und die Ethidiumbromidfärbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Der Fragment-
längen-Polymorphismus weist auf phylogenetische Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den Isolaten hin. 
 
 
3.1.2.2 Stammbaumanalyse 
Da die vorangegangene PCR-RFLP-Analyse nur zwei Mutationen eines einzigen, kurzen DNA-
Abschnitts der untersuchten Pilze berücksichtigte, sollten im Weiteren diese ersten Untersu-
chungen auf eine breitere molekulargenetische Basis gestellt werden. Hierzu wurden in Anleh-
nung an die Analysen von Couch und Kohn (2002) ausgewählte Abschnitte der pilzlichen Gene 
Actin, β-Tubulin und Calmodulin sequenziert und anschließend statistisch mit einer Parsimony-
Analyse ausgewertet (Couch und Kohn, 2002). Diese Arbeiten wurden am Centraalbureau voor 
Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Niederlande) in der Arbeitsgruppe von Prof. P. Crous durch-
geführt. 
In Abbildung 3.4 ist einer von sechs möglichen Stammbäumen nach Parsimony-Analyse, der 
aus kombinierten Sequenzdaten der drei Gene generiert wurde, dargestellt. Der Stammbaum 
wurde an den Arten M. salvinii und M. rhizophila als entfernt verwandte, paraphyletische Au-
ßengruppen („outgroups“) verwurzelt. Ausgehend von dieser Wurzel kam es zu einer Aufspal-
tung der untersuchten Isolate in zwei Hauptzweige des Stammbaums, die sich in ihrer Nuklein-
säuresequenz insgesamt um ca. 60 Basen voneinander unterschieden. Die Aufspaltung wurde 
durch einen bootstrap-Wert von 100 % unterstützt. Einen Hauptzweig bildeten Isolate der Wirt-
pflanzen Reis, Mais, Eleusine, Gerste und Weizen (Gruppe 1), den anderen Zweig Isolate der 
Wirtpflanzen Digitaria und Pennisetum (Gruppe 2). Diese Aufspaltung entsprach den Ergebnis-
sen der RFLP-Analyse und korrelierte strikt mit dem Infektionsphänotyp der Magnaporthe-
Isolate auf Gerste (Gruppe 1: Wirt-Interaktion, Gruppe 2: Nichtwirt-Interaktion).  
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Abbildung 3.4: Stammbaum resultierend aus einer kombinierten Parsimony-Analyse von Aktin-, β-Tubulin- und Cal-
modulin-Genfragmenten verschiedener Magnaporthe-Isolate. Die Sequenzinformationen von Aktin-, β-Tubulin 
und Calmodulin-Genfragmenten von 17 verschiedenen Magnaporthe-Isolaten wurden in eine Parsimony-Analyse 
eingesetzt. Dargestellt ist einer der sechs resultierenden Stammbäume einer kombinierten Analyse aller drei Gene. 
Die „bootstrap support“-Ziffern sind jeweils an den Knotenpunkten des Stammbaums angegeben und basieren auf 
1000 Wiederholungen. Der angegebene Maßstab repräsentiert 50 Sequenzabweichungen. Der Baum wurde an-
hand von Magnaporthe salvinii (AF396030, AF395975, AF396004) und Magnaporthe rhizophila (AF396031, 
AF395972, AF396001) verwurzelt. Von links nach rechts sind angegeben: Magnaporthe-Isolate, Wirtpflanzen, Zu-
ordnung zu Arten innerhalb der Gattung Magnaporthe, Zuordnung zu Gruppen. 
 
Interessanterweise kam es außerdem innerhalb der Hauptzweiges von Gruppe 2 zu einer wei-
teren deutlichen Unterteilung, die ebenfalls durch einen 100 %igen bootstrap-Wert abgesichert 
werden konnte. Isolate der Wirtpflanze Pennisetum unterschieden sich demnach in ihrer Nuk-
leinsäuresequenz um ca. 10 Basen von Isolaten der Wirtpflanze Digitaria. Die Ergebnisse der 
Parsimony-Analyse konnte durch eine Neighbour-Joining-Analyse unter Verwendung verschie-
dener Substitutionsmodelle (uncorrected (“p”), Jukes-Cantor, Kimura 2-parameter und HKY85) 
der einzelnen sowie kombinierten Genfragmente gestützt werden. Teile der Infektionsanalysen 
und phylogenetischen Untersuchungen wurden bereits veröffentlicht (Zellerhoff et al., 2006). 
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3.2 Cytologische Untersuchungen 
Basierend auf den Ergebnissen der phylogenetischen Untersuchungen von Kapitel 3.1 wurden 
im Folgenden die cytologischen Grundlagen von Wirt- bzw. Nichtwirt-Interaktion der Gerste ge-
genüber Pilzen der Gattung Magnaporthe vergleichend analysiert. Stellvertretend für alle in 
Tabelle 3.1 aufgelisteten Magnaporthe-Isolate wurden hierzu M. oryzae Isolat TH6772 von der 
Wirtpflanze Reis als Wirt-Pathogen und Isolat CD180 von der Wirtpflanze Pennisetum als 
Nichtwirt-Isolat der Gerste verwendet. Neben der Analyse von Wirt- und Nichtwirt-Interaktionen 
stand insbesondere die Bedeutung des Mlo-Lokus für die NWR im Fokus der Untersuchungen. 
Teile der cytologischen Studien wurden bereits veröffentlicht (Zellerhoff et al., 2006). 
 
In Abbildung 3.5 ist zunächst der Infektionsphänotyp, den Wirt-Isolat TH6772 und Nichtwirt-
Isolat CD180 auf Pflanzen der Sorte IngridMlo sowie Pflanzen der isogenen Rückkreuzungslinie 
BCIngridmlo-5 verursachen, dargestellt.  
 
Abbildung 3.5: Infektionsphänotyp von Gerste nach Inokulation mit Magnaporthe Wirt-Isolat TH6772 (A) bzw. Nicht-
wirt-Isolat CD180 (B). Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo (Mlo) bzw. BCIngridmlo-5 (mlo-5) wurden 
mit Sporen des Magnaporthe-Isolates TH6772 von der Wirtpflanze Reis (A) bzw. CD180 der Wirtpflanze Pennisetum 
(B) inokuliert (200.000 Sporen/ml). Die makroskopische Dokumentation erfolgte 144 h p.i. Der Versuch wurde min-
destens dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Während Pflanzen des Genotyps Mlo gegenüber Isolat TH6772 nur schwach anfällig waren, 
zeigte sich bei Pflanzen des Genotyps mlo-5 eine Hypersuszeptibilität gegenüber dem Patho-
gen (Abbildung 3.5A). Dieser im Vergleich zur Interaktion mit Bgh ambivalente Effekt des Mlo-
Lokus in der Wirt-Interaktion von Gerste mit M. oryzae wurde bereits von Jarosch et al. (1999) 
beschrieben. Im Gegensatz dazu zeigten sowohl Kultivar IngridMlo als auch BCIngridmlo-5 
makroskopisch keine Krankheitssymptome gegenüber Isolat CD180 (Abbildung 3.5B). Auf den 
Blättern waren weder nekrotische Flecken noch typische „rice blast“-Symptome zu erkennen. 
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3.2.1 Vergleichende mikroskopische Analysen 
Nach der makroskopischen Analyse (Abbildung 3.5) wurden mit Hilfe licht- und fluoreszenzmi-
kroskopischer Untersuchungen zelluläre Reaktionen von Gerste zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach einer Magnaporthe-Infektion sichtbar gemacht. Hierbei wurde insbesondere auf eine mög-
liche Akkumulation von Wasserstoffperoxid (DAB-Färbung), Callose (Anilinblau-Färbung), phe-
nolischer Substanzen (Autofluoreszenz) sowie auf eine Reorganisation des Aktincytoskeletts 
(Phalloidin-Färbung) nach Kontakt mit Wirt- bzw. Nichtwirt-Isolat geachtet. 
Erste lichtmikroskopische Untersuchungen ergaben keine auffälligen Unterschiede in Aussehen 
sowie Keimrate der Konidiosporen von Magnaporthe-Isolat TH6772 bzw. CD180 nach Inokula-
tion auf Gerste. Ebenso wurden Appressorien in vergleichbarer Form und Anzahl gebildet. Für 
alle mikroskopischen Analysen wurden ausschließlich Stellen unterhalb von Appressorien, die 
sich scheinbar normal entwickelt hatten, begutachtet. Aufgrund von Färbung/Fluoreszenz der 
Pflanzenzellen bzw. Wachstum des Pilzes in den Zellen wurden die Interaktionsstellen in ver-
schiedene Kategorien eingeteilt und quantitativ ausgewertet. Die verwendeten Interaktionstypen 
werden im Folgenden separat für die einzelnen Untersuchungen beschrieben. 
 
3.2.1.1 Detektion von Wasserstoffperoxid (Diaminobenzidin-Färbung) 
Eine frühe Abwehrreaktion von Pflanzen gegen eindringende Pathogene ist die Bildung reakti-
ver Sauerstoffspezies, wie z.B. Wasserstoffperoxid (H2O2), am Penetrationsort eines Pathogens 
(Wojtaszek, 1997) – ein Phänomen, welches allgemein als „oxidative burst“ bezeichnet wird. 
Der Farbstoff Diaminobenzidin (DAB) wird bei Anwesenheit von Peroxidasen und H2O2 zu einer 
braunen, unlöslichen Substanz umgesetzt. Unter der Voraussetzung, dass Peroxidasen ubiqui-
tär in der Pflanze vorhanden sind (Nachweis durchgeführt aber hier nicht dargestellt), kann mit 
DAB die Bildung von H2O2 im pflanzlichen Gewebe in Reaktion auf Pathogenbefall mikrosko-
pisch sichtbar gemacht werden (Thordal-Christensen, 1997). Leitbündel der Pflanze werden 
immer vom Farbstoff angefärbt und dienten in allen Experimenten als Kontrolle für eine gleich-
mäßigen Färbung des untersuchten Blattes.  
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Nach einer DAB-Färbung Magnaporthe-infizierter Gerstenblätter konnten auf zellulärer Ebene 
fünf Interaktionstypen zwischen Pflanze und Pilz unterschieden werden:  
(1) keine Färbung: Weder unter dem Appressorium noch in den umgebenden Zellen trat eine 
lokale, eindeutig dem Pilzbefall zuzuordnende Braunfärbung auf. Teilweise waren Infek-
tionshyphen des Pilzes in Epidermis bzw. Mesophyll unterhalb der Penetrationsstelle 
des Pathogens zu erkennen.  
(2) Färbung unter Appressorium (Abbildung 3.6A,B): Ein lokal begrenzter Bereich unter dem 
Appressorium färbte sich dunkelbraun. In einigen Fällen umgaben braun gefärbte 
Makrovesikel das Appressorium.  
(3) Färbung Epidermis (Abbildung 3.6C-F): Die unter dem Appressorium liegende Epidermis-
zelle zeigte eine braune Färbung unterschiedlicher Intensität. In einigen Fällen war sie 
von einem Ring aus Makrovesikeln umgeben (Abbildung 3.6D). Teilweise waren Infekti-
onshyphen innerhalb der Epidermiszelle sichtbar (Abbildung 3.6E,F).  
(4) Färbung Mesophyll (runde Zellen) (Abbildung 3.6G): Die Zellwände von Mesophyllzellen 
unterhalb einer infizierten Epidermiszelle waren braun gefärbt. Die Zellen behielten hier-
bei ihre runde Form.  
(5) Färbung Mesophyll (kollabierte Zellen) (Abbildung 3.6H): Kollabierte Mesophyllzellen un-
terhalb infizierter Epidermiszellen wiesen eine deutliche Braunfärbung auf. Häufig konn-
te starkes Hyphenwachstum im Mesophyll beobachtet werden. 
 
Die H2O2-Akkumulation wurde anhand der soeben beschriebenen Kategorien in Magnaporthe-
infizierten Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo sowie der Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 zu 
12, 24 und 48 h p.i nach Inokulation analysiert (Abbildung 3.7). Bei Voruntersuchungen wurden 
zu Zeitpunkten vor 12 h p.i. keine oder nur wenige Appressorien gefunden (Ergebnisse nicht 
dargestellt). Bei der Wirt-Interaktion konnte zu 12 h p.i. nur bei weniger als 10 % der bewerteten 
Interaktionsstellen eine Färbung des infizierten Gewebes detektiert werden. 24 h p.i. stieg der 
Anteil gefärbter Interaktionsstellen auf insgesamt etwa 20 % an und die quantitativ stärkste Fär-
bung des infizierten Gewebes wurde zu 48 h p.i. beobachtet. Während hier Pflanzen des Geno-
typs Mlo einen Anteil von jeweils etwa 10 % an Färbungen unter Appressorien bzw. befallener 
Epidermiszellen aufwiesen, trat in Pflanzen des Genotyps mlo-5 ebenfalls in etwa 10 % der Fäl-
le eine Färbung unterhalb von Appressorien auf. Darüber hinaus konnte bei ca. 30 % der unter-
suchten Interaktionsstellen eine Färbung der Epidermiszellen und bei 10 % eine Färbung der 
Mesophyllzellen beobachtet werden. Im Gegensatz zu der Wirt-Interaktion war bei der Nichtwirt-
Interaktion sowohl bei Pflanzen des Genotyps Mlo als auch bei mlo-5-Pflanzen schon zu 
12h p.i. in 10 bis 20 % der Fälle eine Färbung unter Appressorien bzw. der Epidermis und des 
Mesophylls zu erkennen. Die lokale Färbung unterhalb pilzlicher Appressorien erreichte zu 
24h p.i. in Pflanzen des Genotyps Mlo mit 50 % und in mlo-5-Pflanzen mit 40 % ihren höchsten 
Wert und sank zu 48 h p.i. auf ein Niveau von 20 bzw. 30 % ab.  
Zusammenfassend wurde die H2O2-Akkumulation in der Wirt-Interaktion im Verlauf der Infektion 
mit zunehmendem Pilzwachstum langsam gesteigert. In der Nichtwirt-Interaktion kam es dage-
gen zum Zeitpunkt 24 h p.i. zu einer gegenüber der Wirt-Interaktion verstärkten Bildung von 
H2O2, die jedoch während der weiteren Infektion wieder reduziert wurde.  
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Abbildung 3.6: Mikroskopische Bilder Magnaporthe-infizierter Gerste nach einer DAB-Färbung. Typische lichtmikro-
skopische Bilder der Interaktion von Gerste mit Isolaten des Pilzes Magnaporthe nach DAB-Färbung. (A+B) räumlich 
begrenzte Färbung unter dem Appressorium (App); (C-F) Färbung von infizierten Epidermiszellen; (G) Färbung von 
Mesophyllzellen unter einer befallenen Epidermiszelle. Die Mesophyllzellen behalten ihre runde Form; (H) Färbung 
kollabierter Mesophyllzellen; (B+D) braungefärbte Makrovesikel umgeben App bzw. Epidermiszelle; (F) Infektions-
hyphen (IH) innerhalb der gefärbten Epidermiszelle. Konidie (Ko) 
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Abbildung 3.7: Mikroskopische Analyse einer DAB-Färbung von Magnaporthe-infizierter Gerste zu 12 (A), 24 (B) und 
48 (C) h p.i. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit Sporen (200.000 
Sporen/ml) des Magnaporthe-Isolates TH6772 von der Wirtpflanze Reis bzw. CD180 der Wirtpflanze Pennisetum ino-
kuliert. Primärblätter wurden 12 (A), 24 (B) bzw. 48 (C) h p.i. geerntet, mit dem Farbstoff DAB gefärbt und anschlie-
ßend lichtmikroskopisch ausgewertet. Es wurde analog zu Abbildung 3.6 zwischen fünf zellulären Interaktionstypen 
unterschieden und jeweils ca. 100 Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro Gerstenkultivar/Pilz-Kombination 
gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine be-
stimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopi-
sche Interaktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben 
über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wie-
derholt. 
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3.2.1.2 Orientierung des Aktin-Cytoskeletts (Alexa Fluor Phalloidin-Färbung) 
Transportvorgänge in Pflanzen spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr phytopathogener 
Pilze (Hückelhoven, 2007). Vesikel können entlang des pflanzlichen Cytoskeletts zu Penetrati-
onsstellen eines Pilzes geleitet werden. Diese können unter Anderem Zellwandbestandteile 
enthalten, die mit einer DAB-Färbung sichtbar gemacht werden (Hückelhoven et al., 1999) 
(Abbildung 3.6B). Die Geschwindigkeit mit der sich das Cytoskelett in Richtung einer Penetrati-
onsstelle neu orientiert, scheint für die pflanzliche Abwehr eine große Rolle zu spielen. So konn-
te in resistenten Gerstenpflanzen eine auffällige Polarisation der Aktinfilamente zu frühen Zeit-
punkten nach Inokulation mit dem Echten Gerstenmehltau Bgh beobachtet werden (Opalski et 
al., 2005). Eine weitere typische Reaktion von Pflanzen auf Pathogenbefall ist die Orientierung 
des Zellkerns hin zur Penetrationsstelle eines Pathogens (Heath, 1996). Mit dem Farbstoff Ale-
xa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen) können F-Aktinfilamente in Pflanzenzellen angefärbt und im 
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Der Farbstoff DAPI (4'-6-Diamidino-2-
Phenylindol) dagegen bildet fluoreszierende Komplexe mit doppelsträngiger DNA und ermög-
licht es im Fluoreszenzlicht Zellkerne zu visualisieren. Auf diese Weise können Ausrichtung von 
Cytoskelett sowie Lage des Zellkerns in der Zelle gleichzeitig fluoreszenzmikroskopisch visuali-
siert werden.  
 
Nach einer Färbung Magnaporthe-infizierter Gerstenblätter mit den Farbstoffen Alexa Fluor 
Phalloidin und DAPI wurde zwischen drei verschiedenen Ausrichtungen des Aktincytoskeletts 
unter den pilzlichen Appressorien unterschieden (Abbildung 3.8):  
(1) stark kondensiertes Aktin (Abbildung 3.8A,B): Alle sichtbaren Aktinfilamente waren auf 
das pilzliche Appressorium ausgerichtet, der Zellkern lag in unmittelbarere Nähe der po-
tentiellen Penetrationsstelle.  
(2) schwach kondensiertes Aktin (Abbildung 3.8C-F): Ein Teil der sichtbaren Aktinfilamente 
war auf das pilzliche Appressorium ausgerichtet oder umgab netzartig das Appressori-
um. Es konnte sowohl eine Appressorien-nahe als auch eine weit vom Appressorium 
entfernte Lokalisation des Zellkerns beobachtet werden.  
(3) diffuses Aktin (Abbildung 3.8G,H): Es lag keine sichtbare Ausrichtung der Aktinfilamente 
auf das pilzliche Appressorium vor. Der Zellkern befand sich weit entfernt vom Appres-
sorium. 
 
Zur quantitativen Untersuchung der Ausrichtung des pflanzlichen Cytoskeletts sowie der Zell-
kern-Positionierung nach Befall mit Wirt- bzw. Nichtwirt-Isolat wurden Pflanzen der Sorte 
IngridMlo sowie der Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 mit Sporen der Magnaporthe-Isolate 
TH6772 bzw. CD180 (800.000 Sporen/ml) inokuliert und 20 h p.i. mit Alexa Fluor Phalloidin so-
wie DAPI gefärbt (Abbildung 3.9). Diese hohe Sporenkonzentration musste gewählt werden, um 
die Wahrscheinlichkeit einer Färbung sowie eines Pilzbefalls von ein und derselben Zelle zu 
erhöhen. Eine Färbung zu späteren Zeitpunkten nach Inokulation war nicht möglich, da die Flu-
oreszenz von Epidermiszellen, die in einer hypersensitiven Reaktion abstarben ab 24 h p.i., 
eine Auswertung vieler Zellen verhinderte.  
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Abbildung 3.8: Mikroskopische Bilder Magnaporthe-infizierter Gerste nach Färbung mit Alexa-Fluor Phalloidin und 
DAPI. Typische fluoreszenzmikroskopische Bilder Magnaporthe-infizierter Gerste nach Färbung mit den Farbstoffen 
Alexa Fluor 488 Phalloidin (A, C, E, G) sowie DAPI (B, D, F, H). (A) Alle sichtbaren Aktinfilamente der befallenen Zel-
len sind auf das pilzliche Appressorium (App) ausgerichtet (stark kondensiertes Aktin); (B) Die Zellkerne (Zk) beider 
Zellen liegen unter dem App; (C) Einige Aktinfilamente sind auf die App ausgerichtet (schwach kondensiertes Aktin); 
(D) Der Zk liegt in der Nähe der App; (E) Aktinfilamente umgeben netzartig das App (schwach kondensiertes Aktin); 
(F) Der Zk befindet sich unter dem App; (G) Konidiospore (Ko) und App auf einer Epidermiszelle, deren Aktinfila-
mente ungerichtet angeordnet sind (diffuses Aktin); (H) Der Zk liegt weit entfernt vom App. 
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Abbildung 3.9: Mikroskopische Analyse der Anordnung des Aktincytoskeletts von Magnaporthe-infizierten Gersten-
zellen. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit Sporen der Magna-
porthe-Isolate TH6772 von der Wirtpflanze Reis bzw. CD180 der Wirtpflanze Pennisetum (800.000 Sporen/ml) ino-
kuliert. 20 h p.i. wurden jeweils zwei Primärblätter geerntet und mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 Phalloidin und 
dem Farbstoff DAPI gefärbt. Die Blätter wurden sofort fluoreszenzmikroskopisch (Phalloidin: Anregungsbereich 
450-490 nm; DAPI: Anregungsbereich 340-380 nm) ausgewertet. Interaktionsstellen von Pflanze und Pilz wurden 
entsprechend Abbildung 3.8 in drei Kategorien unterteilt. Es wurden jeweils 50 Interaktionsstellen pro Blatt und 
zwei Blätter pro Interaktion gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen 
Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Stan-
dardfehler an. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Während bei der Wirt-Interaktion in nur etwa 1 % der Fälle stark kondensiertes Aktin unter Ap-
pressorien zu finden war, kam dieser Interaktionstyp bei der Nichtwirt-Interaktion mit 10-15 % 
um das etwa 10fache häufiger vor. Diffus angeordnetes Aktin konnte dagegen mit 30-40 % ver-
stärkt bei der Wirt-Interaktion vorgefunden werden. Der Anteil an Interaktionsstellen mit 
schwach kondensiertem Aktin war in beiden Interaktionen mit ca. 60-70 % vergleichbar. Auf-
grund der geringen Zahl an ausgezählten Blättern pro Versuch konnte keine aussagekräftige 
Statistik angewendet werden. 
 
3.2.1.3 Detektion von Callose (Anilinblau-Färbung) 
Eine häufig zu beobachtende Pflanzenreaktion nach Pathogenangriff ist die Akkumulation von 
Callose an den jeweiligen Penetrationsstellen des Pathogens (Nishimura et al., 2003). Mit dem 
Farbstoff Anilinblau kann Callose in entfärbtem pflanzlichen Gewebe angefärbt und unter UV-
Licht (Anregungsbereich 340-380 nm) visualisiert werden.  
Nach Anilinblau-Färbung wurden in Magnaporthe-infiziertem Gewebe insgesamt fünf mikrosko-
pische Interaktionstypen unterschieden (Abbildung 3.10). Da durch die Färbung pilzliche 
Hyphen deutlich sichtbar wurden, konnte bei Färbungen von Epidermis und Mesophyll zusätz-
lich zwischen fehlendem und vorhandenem Hyphenwachstum differenziert werden (Abbildung 
3.10E, F, H).  
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Die Kategorien wurden folgendermaßen eingeteilt: 
(1) keine Fluoreszenz: Unter dem Appressorium sowie im angrenzenden Gewebe konnte 
keine spezifische Fluoreszenz beobachtet werden.  
(2) Fluoreszenz unter Appressorium (Abbildung 3.10B): Unter dem Appressorium trat eine 
lokal begrenzte, stark leuchtende Fluoreszenz auf. Häufig konnte im lichtmikroskopi-
schen Bild eine Auflagerung von Zellwandmaterial unter dem Appressorium detektiert 
werden.  
(3) Fluoreszenz der Epidermis (+/- Hyphen) (Abbildung 3.10C): Vorzugsweise die Zellwände 
infizierter Epidermiszellen fluoreszierten stark. In vielen Epidermiszellen konnte 
Hyphenwachstum beobachtet werden.  
(4) Fluoreszenz Mesophyll (runde Zellen) (+/- Hyphen) (Abbildung 3.10D): Runde, turgeszen-
te Mesophyllzellen unterhalb befallener Epidermiszellen fluoreszierten stark. In einigen 
Fällen war Hyphenwachstum in Epidermis und Mesophyll sichtbar.  
(5) Hyphenwachstum ohne gewebespezifische Fluoreszenz (Abbildung 3.10F,H): Zahlreiche 
blasige, fluoreszierende Infektionshyphen konnten im pflanzlichen Gewebe detektiert 
werden, ohne dass es zu einer Fluoreszenz der kompletten Zellwände von Epidermis 
oder Mesophyll kam. An Stellen, an denen die Hyphen von einer Zelle zur nächsten vor-
drangen, war lokal begrenzt die Akkumulation von fluoreszierendem Materials zu erken-
nen (Abbildung 3.10E).  
 
Mit dem Ziel, die Callose-Akkumulation in Gerstenzellen nach Magnaporthe-Befall quantitativ 
und qualitativ zu analysieren, wurde Gerste der Sorte IngridMlo bzw. der Rückkreuzungslinie 
BCIngridmlo-5 mit Sporen des M. oryzae Wirt-Isolates TH6772 der Wirtpflanze Reis bzw. des 
Magnaporthe Nichtwirt-Isolats CD180 von Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml). Da die 
Bildung von Callose eine frühe pflanzliche Reaktion auf Pathogenbefall darstellt (Flors, 2005), 
wurden die infizierten Blätter zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 h p.i. Anilinblau gefärbt und fluo-
reszenzmikroskopisch ausgewertet (Abbildung 3.11).  
Bei der Wirt-Interaktion konnte von 24 über 48 bis hin zu 72 h p.i. eine deutliche Zunahme der 
Callose-spezifischen Fluoreszenz detektiert werden. Während zum Zeitpunkt 24 h p.i. nur unter 
den Appressorien in ca. 20-25 % der Fälle Fluoreszenz zu sehen war, konnte zu 48 und 
72 h p.i. zusätzlich auch in Epidermis und Mesophyll sowie in Assoziation mit pilzlichen Infekti-
onshyphen Anilinblau-vermittelte Fluoreszenz beobachtet werden. So trat zu 48 h p.i. bei Mlo-
Pflanzen in etwa 35 % der Fälle eine Fluoreszenz der Epidermiszellen auf (25 % mit Hyphen, 
10 % ohne Hyphen), die zum Zeitpunkt 72 h p.i. auf 22 % absank (12 % mit Hyphen, 10 % ohne 
Hyphen). 72 h p.i. konnte dagegen bei 16 % aller Interaktionsstellen eine Fluoreszenz im Me-
sophyll beobachtet werden (12 % mit Hyphen, 4 % ohne Hyphen), der Anteil gewebeunspezifi-
scher Fluoreszenz blieb mit 10 % relativ gering. Bei mlo-5-Pflanzen war zu 48 und 72 h p.i. der 
Anteil an Fluoreszenz in der Epidermis etwa vergleichbar mit dem in Mlo-Pflanzen. Sie zeichne-
ten sich dagegen zu 48 h p.i. durch einen im Vergleich zu Mlo-Pflanzen erhöhten Anteil an Fluo-
reszenz im Mesophyll (20 %) und zu 72 h p.i. einem erhöhten Anteil an fluoreszierenden Pilz-
hyphen ohne gewebespezifische Färbung (30 %) aus.  
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Abbildung 3.10: Mikroskopische Bilder Magnaporthe-infizierter Gerste nach Anilinblau-Färbung. Typische lichtmikro-
skopische und fluoreszenzmikroskopische (Anregungsbereich 340-380 nm) Bilder der Interaktion von Gerste mit Isola-
ten des Pilzes Magnaporthe nach Anilinblau-Färbung. (A) Lichtmikroskopische Aufnahme einer Konidionspore (Ko) an 
deren Keimschlauch (Ks) sich ein Appressorium (App) gebildet hat. Unter dem App ist eine Papille zu erkennen; (B) 
Fluoreszenz (Calloseablagerungen) unter dem Appressorium; (C) Fluoreszenz der Zellwände einer infizierten Epider-
miszelle; (D) Fluoreszenz von Mesophyllzellen unter einer befallenen Epidermiszelle. Die Mesophyllzellen behalten ih-
re runde Form; (E) Blasige Infektionshyphen (IH) füllen Epidermiszellen aus, Teile der Zellwände und Hyphen fluores-
zieren; (F) Fluoreszierende IH in Epidermiszelle; (G) Kurze, dünne IH unter App (Nichtwirt-Isolat CD180); (H) Fluores-
zierende, blasige IH (Wirt-Isolat TH6772).  
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Abbildung 3.11: Mikroskopische Analyse einer Anilinblaufärbung von Gerste nach Inokulation mit Magnaporthe zu 
24 (A), 48 (B) und 72 (C) h p.i. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit 
Sporen des Magnaporthe-Isolates TH6772 der Wirtpflanze Reis bzw. CD180 der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert 
(200.000 Sporen/ml). Primärblätter wurden 24 (A), 48 (B) bzw. 72 (C) h p.i. geerntet, entfärbt und anschließend mit 
dem Farbstoff Anilinblau gefärbt. Die Proben wurden unter Auflichtfluoreszenz (Anregungsbereich: 340-380 nm) aus-
gewertet. Es wurde analog zu Abbildung 3.10 zwischen fünf Interaktionstypen unterschieden und jeweils ca. 100 In-
teraktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro Gerstenkultivar/Pilz-Kombination gezählt. Die Säulen stellen die Mit-
telwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wur-
den, dar; die senkrechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat 
statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in 
Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. F = Fluoreszenz, IH = Intrazel-
luläre Hyphen 
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Bei der Nichtwirt-Interaktion konnten im Gegensatz zur Wirt-Interaktion kaum blasige Infekti-
onshyphen detektiert werden. Außerdem erschien die Fluoreszenz der gefärbten Epidermis- 
und Mesophyllzellen im Vergleich zur Wirt-Interaktion bei einem Großteil der betrachteten Stel-
len erheblich stärker. Fluoreszierende Zellen waren meist von einem breiten fluoreszierenden 
Ring umgeben, in dem in einigen Fällen fluoreszierende Vesikel sichtbar wurden (Abbildung 
3.10C). Im Verlauf der Infektion nahm wie bei der Wirt-Interaktion der allgemeine Prozentsatz 
an fluoreszierendem Zellmaterial deutlich zu. Früher als in der Wirt-Interaktion konnte jedoch 
schon zu 24 h p.i. neben der Fluoreszenz unter Appressorien (ca. 30 %) in etwa 6 % der Fälle 
bei Mlo und 15 % bei mlo-5-Pflanzen eine Fluoreszenz infizierter Epidermiszellen beobachtet 
werden. 48 h p.i. stieg bei Mlo- und mlo-5-Pflanzen der Anteil fluoreszierender Stellen unter 
Appressorien auf ca. 50 % an. Während zu diesem Zeitpunkt bei beiden Genotypen etwa 20 % 
der Interaktionsstellen eine Fluoreszenz der Epidermis aufwiesen, fluoreszierte das Mesophyll 
von Mlo-Pflanzen in 12 % von mlo-5-Pflanzen sogar in ca. 20 % der Fälle. Zum Zeitpunkt 
72 h p.i. kam es zu keinen weiteren Veränderungen.  
Neben der quantitativen mikroskopischen Analyse von Callose-Akkumulation eignete sich die 
Anilinblau-Färbemethode gut für eine qualitative Untersuchung von mit anderen Färbemetho-
den nicht oder nur schlecht anfärbbare Infektionsstrukturen des Magnaporthe Nichtwirt-Isolats 
CD180. So war häufig nach Anilinblau-Färbung unter dem Appressorium von Isolat CD180 eine 
kurze Infektionshyphe zu erkennen (Abbildung 3.10G), die im Gegensatz zu Infektionshyphen 
von M. oryzae (Abbildung 3.10H) nicht blasig erweitert wurde. Nur in sehr seltenen Ausnahme-
fällen (durchschnittlich eine Stelle pro 300 begutachteter Interaktionsstellen) konnten auch bei 
Magnaporthe Isolat CD180 typische, blasige Infektionshyphen unter Appressorien beobachtet 
werden. Diese Beobachtungen wiesen auf einen Stopp des Pilzwachstums spätestens nach 
Penetration der pflanzlichen Zellwand hin. Eine Infektionshyphe drang zwar in vielen Fällen in 
die pflanzliche Zelle ein, die Ausbildung typischer blasiger Infektionsstrukturen und damit die 
Etablierung des Pilzes in der Pflanzenzelle schien jedoch nicht möglich zu sein. 
 
3.2.1.4 Detektion von phenolischen Komponenten (Autofluoreszenz) 
Die Anreicherung phenolischer Substanzen in Pflanzenzellen tritt häufig in Korrelation mit Pa-
thogenbefall auf (Carver et al., 1992; Carver, 1996). So lagern sich phenolische Substanzen 
vorzugsweise in pflanzliche Zellwandappositionen sowie in Zellwänden von Epidermis- und Me-
sophyllzellen ein, bevor diese in hypersensitiven Reaktionen absterben (Koga, 1988). Da Phe-
nole eine gelbliche bis grüne Autofluoreszenz zeigen, können sie mittels Auflichtfluoreszenz-
mikroskopie visualisiert werden (Anregungsbereich 450-490 nm).  
Bei der Gerste/Magnaporthe-Interaktion können fünf charakteristische Pflanze/Pilz-Interaktions-
typen unterschieden werden (Abbildung 3.12). Diese wurden bereits in früheren Arbeiten von 
Jarosch et al. (1999, 2003, 2005) beschrieben. Als Besonderheit wurde im Gegensatz zu den 
weiteren histologischen Untersuchungen dieses Kapitels nicht ausschließlich eine visuelle Be-
schreibung des jeweiligen Interaktionstyps verwendet, sondern darüber hinaus die sichtbare 
Reaktion in Zusammenhang mit einer Abwehrreaktion der Pflanze gebracht.  
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(1) Fluoreszenz unter Appressorium / Papille (Abbildung 3.12A,B): Ein lokal begrenzter Be-
reich unterhalb des pilzlichen Appressoriums fluoreszierte. Gleichzeitig konnte licht-
mikroskopisch in vielen Fällen eine lokale Verdickung der Zellwand unter dem Appresso-
rium beobachtet werden. Diese physikalische Verstärkung im Bereich einer potentiellen 
Penetrationsstelle des Pathogens, die sogenannte Papille, bildet für das eindringende 
Pathogen eine mögliche Penetrationsbarriere. Da phenolische Substanzen ein Bestand-
teil von Papillen sind, können Papillen auch wenn sie lichtmikroskopisch versteckt unter 
dem Appressorium liegen, durch ihre Autofluoreszenz detektiert werden. Autofluores-
zenz unterhalb von Appressorien wird demnach im Folgenden als Interaktionstyp „Papil-
le" bezeichnet.  
(2) Fluoreszenz Epidermis / Epidermis-HR (Abbildung 3.12C,D): Gelingt es dem Pilz Penetra-
tionsbarrieren (Papillen) der Pflanze zu überwinden und in die Epidermiszelle einzu-
wachsen, kann die Pflanze mit einem gezielten Absterben der befallenen Epidermiszelle 
reagieren und damit das Pilzwachstum eingrenzen. Diese hypersensitive Reaktion der 
Epidermiszelle (Epidermis-HR) korrelliert mit einer Granulierung des Cytoplasmas und 
einer Anreicherung phenolischer Substanzen in den Zellwänden der befallenen Epider-
miszelle. Fluoreszierende Epidermiszellen werden demnach als Interaktionstyp „Epi-
dermis-HR“ bezeichnet.  
(3) Fluoreszenz Mesophyll (runde Zellen) / Mesophyll-HR (Abbildung 3.12E): In einem nächs-
ten Schritt kann es zu einem Absterben von Mesophyllzellen unterhalb befallener Epi-
dermiszellen kommen, was mit einer Einlagerung von phenolischen Substanzen in Zell-
wänden der Mesophyllzellen assoziiert ist. Bei dieser Reaktion der Pflanze behalten die 
Mesophyllzellen ihre runde Form, die Zellwände fluoreszieren und es sind keine Pilz-
hyphen in den Zellen zu erkennen. Dieser Interaktionstyp wird im Folgenden als „Me-
sophyll-HR“ bezeichnet.  
(4) Fluoreszenz Mesophyll (kollabierte Zellen) / HR-ähnlicher Zelltod im Mesophyll (Abbildung 
3.12F): Wenn der Pilz die Epidermis verlässt und mit Infektionshyphen in das Mesophyll 
einwächst, kollabieren befallene Mesophyllzellen, verlieren ihre runde Form und werden 
als fluoreszierende Striche unter Auflichtfluoreszenz sichtbar. Während die Interaktions-
typen Epidermis-HR und Mesophyll-HR zum Untersuchungszeitpunkt strikt mit einem 
Stopp des Pilzwachstum an der entsprechenden Interaktionsstelle korrelieren, ist dieser 
vierte Interaktionstyp mit einer Anfälligkeit der betroffenen Zellen verbunden und wird 
daher als HR-ähnlicher Zelltod im Mesophyll (HRäZ) bezeichnet.  
(5) Hyphenwachstum ohne Fluoreszenz (Abbildung 3.12G,H): In seltenen Fällen konnte keine 
Fluoreszenz, aber Hyphenwachstum unter den Appressorien beobachtet werden.  
ERGEBNISSE 
 
80 
 
 
Abbildung 3.12: Mikroskopische Bilder der Interaktion von Gerste mit Magnaporthe. Typische lichtmikroskopische (LM) 
sowie fluoreszenzmikroskopische (FM) Bilder der Interaktion von Gerste mit Isolaten des Pilzes Magnaporthe. 
(A) LM, Konidiospore (Ko) von Magnaporthe mit Keimschlauch (Ks) und dunkelbraunem Appressorium (App). Unter-
halb des App ist die Papille (Pap) zu erkennen; (B) FM, Autofluoreszenz der Pap im UV-Licht; (C) LM, App auf Epider-
miszelle mit granulärem Cytoplasma; (D) Autofluoreszenz der befallenen Epidermiszelle (EpiHR); (E) Autofluoreszenz 
von Mesophyllzellen unter einer befallenen Epidermiszelle (MesoHR), die Mesophyllzellen behalten ihre runde Form; 
(F) Autofluoreszenz von kollabierten Mesophyllzellen, HR-ähnlicher Zelltod im Mesophyll (MesoHRäZ). (G+H) intra-
zelluläre Hyphen (IH) innerhalb der befallenen und angrenzenden Epidermiszelle. 
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Abbildung 3.13: Fluoreszenzmikroskopische Analyse von Gerste nach Inokulation mit Magnaporthe zu 48 (A), 72 (B) 
und 96 (C) h p.i. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit Sporen 
(200.000 Sporen/ml) des Magnaporthe-Isolates TH6772 von der Wirtpflanze Reis bzw. CD180 der Wirtpflanze Penni-
setum inokuliert. Primärblätter wurden 48 (A), 72 (B) bzw. 96 (C) h p.i. geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikrosko-
pisch ausgewertet. Hierbei wurde analog zu Abbildung 3.12 zwischen vier zellulären Interaktionstypen unterschieden 
(Papille, Epidermis-HR, Mesophyll-HR, HR-ähnlicher Zelltod im Mesophyll). Es wurden jeweils ca. 100 Interaktions-
stellen pro Blatt und vier Blätter pro Gerstenkultivar/Pilz-Kombination gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der 
prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die 
senkrechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch 
ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifi-
kanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
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Zur quantitativen Beurteilung der Akkumulation phenolischer Substanzen nach Magnaporthe-
Befall wurden Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo und BCIngridmlo-5 mit Magnaporthe Wirt- 
bzw. Nichtwirt-Isolat inokuliert und in einer Kinetik (48 bis 96 h p.i.) fluoreszenzmikroskopisch 
analysiert (Abbildung 3.13). In der Wirt-Interaktion konnte von 48 über 72 zu 96 h p.i. eine deut-
liche Verschiebung der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in die vier Ka-
tegorien eingeteilt wurden, verzeichnet werden. Wie bereits gezeigt (Jarosch et al., 1999; Ja-
rosch et al., 2003; Jarosch et al., 2005), korrelierte ein hoher Anteil an Papillen (ca. 60 %) mit 
der moderaten Anfälligkeit von Pflanzen des Genotyps Mlo. In hyperanfälligen BCIngridmlo-5-
Pflanzen sank dagegen der Anteil an Papillen im Verlauf der Kinetik von 50 % auf unter 30 % 
ab. Hier wurden von der Pflanze entweder keine Papillen gebildet oder der Pilz war in der Lage 
sie zu penetrieren. Zu späten Zeitpunkten (72 und 96 h) nach Inokulation bestand außerdem 
ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Infektionsphänotyp des Gerstenkultivars und dem 
HR-ähnlichen Zelltod im Mesophyll. Während schwach anfällige Pflanzen der Sorte IngridMlo 
diesen Interaktionstyp nur zu ca. 10 % ausbildeten, konnte er in hypersuzeptiblen mlo-5-
Pflanzen in bis zu 50 % der Fälle beobachtet werden. Lichtmikroskopisch sichtbares Hyphen-
wachstum an Stellen des HR-ähnlichen Zelltodes im Mesophyll unterstrich den Zusammenhang 
dieses Interaktionstyps mit der pflanzlichen Anfälligkeit. Im Gegensatz zu der Wirt-Interaktion 
unterschieden sich in der Nichtwirt-Interaktion die Zeitpunkte 48, 72 und 96 h p.i. nur geringfü-
gig voneinander. Den am häufigsten vertretenen Interaktionstyp in der Nichtwirt-Interaktion stell-
ten die Papillen mit ca. 70 % in Mlo-Pflanzen und 60 % in mlo-5-Pflanzen dar. An Stellen, an 
denen keine Papillen ausgebildet bzw. die bestehenden Papillen vom Pilz penetriert wurden, 
kam es bei Mlo-Pflanzen in ca. 30 % der Fälle zu einer hypersensitiven Reaktion der Epidermis, 
bei Pflanzen des Genotyps mlo-5 sogar in 40 % der Fälle. Fluoreszenz im Mesophyll konnte 
fast ausschließlich in Form von runden fluoreszierenden Mesophyllzellen beobachtet werden 
und trat nur zu einem geringen Prozentsatz in mlo-5-Pflanzen auf. Aufgrund des fehlenden, mi-
kroskopisch sichtbaren Hyphenwachstums sowie fehlender makroskopischer Krankheitssym-
ptome kann die pflanzliche Abwehr in der Nichtwirt-Interaktion als effektiv bezeichnet werden. 
Zusätzliche Analysen des Zeitpunktes 24 h p.i. (Daten nicht dargestellt) zeigten, dass in der 
Nichtwirt-Interaktion ein vergleichbarer mikroskopischer Phänotyp zu beobachten war wie zum 
Zeitpunkt 48 h p.i. (Abbildung 3.13), in der Wirt-Interaktion jedoch nur bei wenigen Interaktions-
stellen Fluoreszenz in Epidermis bzw. Mesophyll beobachtet werden konnte. 
 
3.2.1.5 Trypanblau-Färbung 
Neben der Visualisierung phenolischer Substanzen unter Auflichtfluoreszenz kann das Abster-
ben von Zellen im Rahmen der hypersensitiven Reaktion auch lichtmikroskopisch durch Fär-
bung mit dem Farbstoff Trypanblau sichtbar gemacht werden. Dieser dringt durch defekte Zell-
membranen in absterbende Zellen ein, bindet an Zellproteine und färbt Stellen, an denen das 
Cytoplasma lichtmikroskopisch dichter bzw. granulär erscheint, tiefblau. Lebende Zellen dage-
gen werden nicht gefärbt. In Abbildung 3.14 sind typische mikroskopische Bilder Trypanblau-
gefärbter Gerste nach Inokulation mit Magnaporthe zu sehen. Lichtmikroskopisch konnten ins-
gesamt fünf Interaktionstypen unterschieden werden:  
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(1) keine Färbung: Unter dem Appressorium war keine Blaufärbung zu sehen. Häufig konnten 
Infektionshyphen in Epidermis bzw. Mesophyll beobachtet werden.  
(2) Färbung unter Appressorium (Abbildung 3.14A,B): Unter dem pilzlichen Appressorium trat 
lokal eng begrenzt eine Blaufärbung des Gewebes auf.  
(3) Färbung Epidermis (Abbildung 3.14C,D): Die Epidermiszelle unterhalb eines Appressori-
ums war blau gefärbt. In vielen Fälle befanden sich Infektionshyphen in den Zellen, die 
meist dunkelblau angefärbt wurden.  
(4) Färbung Mesophyll (runde Zellen) (Abbildung 3.14E): Die Mesophyllzellen unterhalb einer 
penetrierten Epidermiszelle waren blau gefärbt. Sie behielten ihre runde Form.  
(5) Färbung Mesophyll (kollabierte Zellen) (Abbildung 3.14F): Kollabierte Mesophyllzellen 
unterhalb einer penetrierten Epidermiszelle wurden blau angefärbt. Häufig war Hyphen-
wachstum in Epidermis und Mesophyll zu erkennen. 
 
 
 
Abbildung 3.14: Mikroskopische Bilder Magnaporthe-infizierter Gerste nach Trypanblau-Färbung. Typische lichtmikro-
skopische Bilder der Interaktion von Gerste mit Isolaten des Pilzes Magnaporthe nach Trypanblau-Färbung. (A, B) 
räumlich begrenzte Färbung unter dem Appressorium (App); (C, D) Färbung einer infizierten Epidermiszelle, sichtbar 
sind Infektionshyphen (IH) innerhalb der Epidermiszelle; (E) Färbung von Mesophyllzellen unter der befallenen Epi-
dermiszelle. Die Mesophyllzellen behalten ihre runde Form; (F) Färbung kollabierter Mesophyllzellen. 
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Abbildung 3.15 Mikroskopische Analyse einer Trypanblau-Färbung von Magnaporthe-infizierter Gerste zu 24 (A), 
48 (B), 72 (C) und 96 (D) h p.i. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit 
Sporen (200.000 Sporen/ml) des Magnaporthe-Isolates TH6772 von der Wirtpflanze Reis bzw. CD180 der Wirtpflan-
ze Pennisetum inokuliert. Primärblätter wurden 24 (A), 48 (B), 72 (C) bzw. 96 (D) h p.i. geerntet, mit dem Farbstoff 
Trypanblau gefärbt, anschließend entfärbt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Es wurde analog zu Abbildung 3.14 
zwischen fünf Interaktionstypen unterschieden, jeweils ca. 100 Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro 
Gerstenkultivar/Pilz-Kombination gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit de-
nen Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den 
Standardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 
95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch 
wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
ERGEBNISSE 
 
  85 
Um das Gesamtbild der bisher durchgeführten mikroskopischen Untersuchungen abzurunden, 
wurde eine Trypanblau-Färbung Magnaporthe-infizierter Gerste durchgeführt. Hierzu wurden 
Pflanzen der Sorte IngridMlo bzw. Pflanzen der isogenen Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 mit 
dem M. oryzae Isolat TH6772 von der Wirtpflanze Reis bzw. dem Magnaporthe Isolat CD180 
von Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml). Die Färbung des infizierten Gewebes wurde 
über den Untersuchungszeitraum 24 bis 96 h p.i. beurteilt.  
Während zu 24 h p.i. sowohl in Wirt- als auch in Nichtwirt-Interaktion bei über 90 % aller begut-
achteten Interaktionsstellen keine Blaufärbung des infizierten Gewebes zu erkennen war, kam 
es im Verlauf der Infektion zu deutlichen Unterschieden im Hinblick auf die Verteilung der Fär-
bung im Gewebe. So konnte bei der Wirt-Interaktion von 48 über 72 zu 96 h p.i. eine zuneh-
mende Färbung des infizierten Gewebes beobachtet werden. Während zu 48 h p.i. sowohl in 
Mlo- als auch in mlo-5-Pflanzen in etwa 10 % der Fälle ausschließlich eine Färbung unter Ap-
pressorien bzw. eine Färbung infizierter Epidermiszellen zu sehen war, konnte 72 h p.i. in 
mlo-5-Pflanzen eine signifikante Steigerung des Anteils an gefärbten Mesophyllzellen, die ihre 
runde Form behielten, detektiert werden. Darüber hinaus trat bei Pflanzen dieses Genotyps 
eine Färbung kollabierter Mesophyllzellen in etwa 8 % der Fälle auf. Der Anteil kollabierter Me-
sophyllzellen steigerte sich in mlo-5-Pflanzen zum Zeitpunkt 96 h p.i. auf 30 %. Dagegen lag er 
zu diesem Zeitpunkt in Mlo-Pflanzen bei 5 %. Im Gegensatz zur Wirt-Interaktion kam es in der 
Nichtwirt-Interaktion bereits 48 h p.i. in etwa 25 % (Mlo) bis 40 % (mlo-5) der Fälle zu einer lokal 
begrenzten Blaufärbung unter dem Appressorium. Im Laufe der Infektion konnte keine weitere 
signifikante Änderung der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in die fünf 
Kategorien eingeordnet wurden, beobachtet werden. 
 
3.2.2 Bestimmung der Pilzbiomasse in infizierter Gerste mit quantitativer PCR 
Bei einer mikroskopischen Analyse sind besonders tieferliegende Gewebeschichten, wie bei-
spielsweise das pflanzliche Mesophyll, optisch schwerer auszuwerten. Die mikroskopische Be-
urteilung der Ausbreitung eines Pilzes im pflanzlichen Gewebe basiert daher vor allem auf indi-
rekten, licht- und auch fluoreszenzmikroskopisch sichtbaren Parametern, wie den in Kapitel 
3.2.1 beschriebenen pflanzlichen Abwehrreaktionen. Häufig war es möglich, besonders nach 
dem Einsatz von Färbereagenzien (z.B. Anilinblau), Pilzhyphen im Mesophyll zu erkennen, sie 
waren jedoch nicht immer sichtbar. Ein Hyphenwachstum des Nichtwirt-Isolates CD180 in Gers-
te konnte somit mikroskopisch zwar begrenzt beobachtet werden (Anilinblau-Färbung), ein „ver-
stecktes“, mikroskopisch nicht sichtbares Wachstum war aber aufgrund der Mikroskopiedaten 
nicht auszuschließen.  
Eine Möglichkeit Pilzwachstum auch in tieferen Gewebeschichten mikroskopisch zu verfolgen, 
besteht durch den Einsatz GFP-markierter Pilzkultivare (Sesma und Osbourn, 2004). Eine wei-
tere Möglichkeit „verborgenes“ Pilzwachstum nachzuweisen und sogar zu quantifizieren, ist die 
Verwendung der qPCR-Technologie (Qi und Yang, 2002; Brouwer et al., 2003). In der vorlie-
genden Arbeit wurde eine Methode von Qi und Yang (2002), M. oryzae Biomasse in infizierten 
Reisblättern mittels qPCR zu quantifizieren, auf Gerste übertragen. Hierzu wurde aus infizierten 
Gerstenblättern gesamtDNA isoliert und mit pilzspezifischen qPCR-Primern die Konzentration 
der pilzlichen DNA bestimmt. Die von Qi und Yang verwendeten Pilz-Primer, die es ermöglichen 
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einen Abschnitt der pilzlichen ribosomalen DNA (rDNA) zu vervielfältigen, wurden hierbei leicht 
modifiziert eingesetzt (Tabelle 2.1). Bei Verwendung von Gersten-DNA nicht-infizierter Pflanzen 
wurde durch die Primer kein Produkt gebildet (Daten nicht gezeigt). Zur Normalisierung der de-
tektierten Pilz-DNA auf die Menge der eingesetzten Gersten-DNA wurden Primer verwendet, 
die spezifisch einen Teil des Gigantea-Gens von Gerste amplifizieren. Auch diese generierten 
kein Produkt bei Verwendung reiner Magnaporthe-DNA (Daten nicht gezeigt). Die Primer konn-
ten demnach zur spezifischen Quantifizierung von Pilz- bzw. Pflanzen-DNA eingesetzt werden.  
 
 
 
Abbildung 3.16: Validierung der Eigenschaften von qPCR-Primern zur Quantifizierung von Magnaporthe- (A-C) bzw. 
Gersten-DNA (D-F) in infizierten Blättern. (A-C) Primer, die spezifisch an eine Sequenz der rDNA von Magna-
porthe binden, wurden für die Bestimmung pilzlicher DNA in infiziertem Pflanzenmaterial eingesetzt (abgewan-
delt nach Qi et al. 2002); (D-F) Primer, mit denen eine Sequenz des Gigantea-Gens von Gerste amplifiziert werden 
kann, wurden für die Quantifizierung von Gersten-DNA verwendet. Die Primer wurden in einer qPCR-Analyse zu-
nächst durch die Quantifizierung einer Verdünnungsreihe bestehend aus Magnaporthe- bzw. Gersten-DNA getes-
tet. Es wurden jeweils zwei Parallelproben gemessen. In Abbildung A und D ist die Zunahme der Fluoreszenz von 
Proben der Verdünnungsreihe im Verlauf der PCR-Reaktion dargestellt. Die waagerechten Linien definieren den 
Bereich der Steigung, in dem der Ct-Wert (cycle threshold) gewählt wurde. Abbildung B und E zeigen die zugehö-
rigen Standardgraden ausgehend von den gewählten Ct-Werten. In Abbildung C und F sind die Disso-
ziationskurven der PCR-Produkte dargestellt. 
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Beide verwendeten Primer-Paare wurden zunächst für den Einsatz in der qPCR mit Hilfe einer 
Endpunkt PCR optimiert und anschließend ihre Quantifizierungseigenschaften mittels Standard-
reihen aus reiner Pilz-DNA (Abbildung 3.16A-C) bzw. nicht-inokulierter Gersten-DNA (Abbildung 
3.16D-F) überprüft. In Abbildung 3.16A und D sind typische Messdaten einer qPCR-Analyse 
entsprechender Verdünnungsreihen abgebildet (A: Magnaporthe-DNA, D: Gersten-DNA). Dar-
gestellt ist die Zunahme der Gesamtfluoreszenz im PCR-Ansatz im Vergleich zur Zyklenzahl der 
PCR. Die waagerechte Linie markiert den gewählten Ct-Wert, d.h. den Schwellenwert (cycle 
threshold), bei dem die verschiedenen PCR-Ansätze miteinander verglichen werden. In 
Abbildung 3.16B und E sind die resultierenden Standardkurven dargestellt, die jeweils als Be-
zugspunkt zur Berechnung von Pilz- bzw. Gerstenbiomasse in infiziertem Blattmaterial dienen 
können. Durch die Aufschmelzung der gebildeten Produkte (Abbildung 3.16C, F) am Ende jeder 
Messung konnte der Schmelzpunkt jedes PCR-Produktes bestimmt und damit ausgeschlossen 
werden, dass Nebenprodukte die Quantifizierung verfälschten. Der Schmelzpunkt des pilzspezi-
fischen PCR-Produktes betrug ca. 89°C, der des Gerste-spezifischen PCR-Produktes ca. 82°C.  
 
 
Abbildung 3.17: Quantifizierung pilzlicher 
Biomasse in Gerste nach Infektion mit 
Magnaporthe-Isolat TH6772 (A) bzw. 
CD180 (B). Sieben Tage alte Gerstenpflan-
zen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 
wurden mit Sporen des Magnaporthe-
Isolates TH6772 von Reis (A) bzw. CD180 
von Pennisetum (B) inokuliert (200.000 
Sporen/ml). Es wurden zu den Zeitpunkten 
0, 24, 48, 72 und 96 h p.i. jeweils 5 Primär-
blätter geerntet, gesamtDNA isoliert und 
mit Hilfe einer qPCR die pilzliche Biomasse 
quantifiziert. Alle Messwerte wurden be-
züglich des gerstenspezifischen Gens Gi-
gantea normalisiert. Die Säulen geben den 
Mittelwert aus zwei technischen Replikaten 
an, senkrechte Balken die jeweilige Stan-
dardabweichung. Die Auswertung erfolgte 
nach dem mathematischen Modell von 
Livak und Schmittgen (2001). Das Experi-
ment wurde mit vergleichbaren Ergebnis-
sen wiederholt. 
 
Die entwickelte Methode wurde für die quantitative Bestimmung pilzlicher Biomasse in einer 
Kinetik der Wirt-Interaktion (0 bis 96 h p.i.) zwischen M. oryzae Isolat TH6772 und dem mäßig 
anfälligen Kultivar IngridMlo sowie dem hypersuszeptiblen Kultivar BCIngridmlo-5 angewendet. 
Abbildung 3.17A macht deutlich, dass in infizierten Blättern beider Gerstenkultivare eine Zu-
nahme pilzlicher Biomasse im Verlauf der Infektion erfolgte, in den hypersuszeptiblen mlo-5-
Pflanzen jedoch ab dem Zeitpunkt 48 h p.i. verstärkt. Besonders zwischen 72 und 96 h p.i. kam 
es zu einer sehr starken Vervielfältigung der pilzlichen DNA in den infizierten Pflanzen. Wäh-
rend die pilzliche Biomasse im Vergleich zu 72 h p.i. in mlo-5-Pflanzen um etwa den Faktor 14 
zunahm, steigerte sie sich in Mlo-Pflanzen sogar um den Faktor 20.  
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Im direkten Vergleich zur Wirt-Interaktion wurden die Pflanzen des Kultivars IngridMlo und 
BCIngridmlo-5 mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Pathogen CD180 von der Wirtpflanze Pennise-
tum infiziert (Abbildung 3.17B). Während des Untersuchungszeitraums konnte kein signifikanter 
Unterschied zwischen beiden Kultivaren festgestellt werden. Außerdem blieb die Menge an pilz-
licher DNA, die unmittelbar nach Inokulation (Zeitpunkt 0 h p.i.) zu messen war, während der 
gesamten Messung konstant erhalten und lag von 24 bis 96 h p.i. deutlich unter den Messwer-
ten der Wirt-Interaktion. Die qPCR-Analysen bestätigten damit die Beobachtung (Kapitel 3.2.1), 
dass in der Nichtwirt-Interaktion kein starkes Hyphenwachstum in Epidermis und Mesophyll 
auftrat. 
 
3.3 Untersuchungen zur Bedeutung verschiedener pflanzlicher 
Abwehrmechanismen für die NWR 
Um sich erfolgreich in einer Pflanze zu etablieren und letztendlich zur Reproduktion kommen zu 
können, muss ein Pathogen eine Reihe von sequentiell angeordeten Hindernissen innerhalb 
der Pflanze überwinden (Thordal-Christensen, 2003). Diese Hindernisse können einerseits aus 
präformierten Barrieren und andererseits aus verschiedenen induzierten Substanzen/Abwehr-
mechanismen bestehen (s. Kapitel 1.1.2).  
In Kapitel 3.2 wurden unterschiedliche cytologische Reaktionen der Gerste nach Magnaporthe-
Befall untersucht (H2O2-, Callose-, Phenol-Akkumulation, Polarisierung Aktincytoskelett). Um die 
Frage zu klären, welche dieser pflanzlichen Abwehrreaktionen für die Ausbildung der NWR von 
Gerste gegen das Magnaporthe-Isolat CD180 essentiell sind, sollten im Folgenden diese Ab-
wehrreaktionen einzeln oder in Kombination unterdrückt werden. Hierdurch sollte ein besseres 
Wachstum des Pilzes in der Pflanze Schritt für Schritt ermöglicht und so im besten Fall die 
Nichtwirt- in eine Wirt-Interaktion umgekehrt werden.  
In Kapitel 3.2.1.4 (Autofluoreszenz phenolischer Komponenten) wurde gezeigt, dass die Ab-
wehr von Gerste gegenüber dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 mit Papillen und Epider-
mis-HR hauptsächlich in der pflanzlichen Epidermis stattfindet. Zunächst wurden daher in ei-
nem ersten Schritt die Wachsschicht bzw. die Epidermis des Gerstenblattes abgezogen (Kapi-
tel3.3.1) und die Reaktion der Pflanze auf das Pathogen ohne diese präformierte, physikalische 
Barriere analysiert. Des Weiteren wurde mit verschiedenen Gerstenmutanten (Kapitel 3.3.2) 
sowie Inhibitoren des Pflanzenstoffwechsels und dem Phytohormon Abscisinsäure (Kapitel 
3.3.3) gearbeitet. Alle Analysen wurden fluoreszenzmikroskopisch analog zu den in Kapitel 
3.2.1.4 beschriebenen Experimenten ausgewertet. 
 
3.3.1 Entfernen von Wachsschicht bzw. Epidermis 
Die äußere Wachsschicht eines Gerstenblattes kann mit Hilfe von Celluloseacetat gebunden 
und danach vollständig abgezogen werden. Makroskopisch und mikroskopisch konnten nach 
Inokulation dieser wachsfreien Blätter mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 (200.000 
Sporen/ml) keinerlei Unterschiede zu Pflanzen mit intakter Wachsschicht festgestellt werden 
(Daten nicht gezeigt).  
ERGEBNISSE 
 
  89 
In einem nächsten Schritt wurde die Epidermis von Gerstenblättern teilweise entfernt, indem sie 
mit Schmirgelpapier leicht aufgeraut wurde. In einigen Blattbereichen wurde hierdurch das Me-
sophyll freigelegt. In einem anderen Ansatz wurde die abaxiale Epidermis vollständig durch Ab-
ziehen entfernt (Abbildung 2.1). Nach teilweiser sowie vollständiger Entfernung der Epidermis 
wurde das freigelegte Mesophyll mit Sporen des Magnaporthe Nichtwirt-Isolates CD180 inoku-
liert (200.000 Sporen/ml) und nach 96 h p.i. mikroskopisch bzw. nach 144 h p.i. makroskopisch 
ausgewertet. Mikroskopisch waren vereinzelt Appressorien auf den freiliegenden Mesophyllzel-
len zu erkennen, eine Weiterentwicklung des Pilzes unterhalb der Appressorien in Form von 
Infektionshyphen war jedoch nicht detektierbar. In keinem Ansatz konnten makroskopisch 
Krankheitssymptome beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die physikalische Entfernung 
dieser präformierten Barrieren führte demnach zu keinem Bruch der NWR. 
 
3.3.2 Mutantenstudien 
Die Gene Ror1 und Rar1 sind für die vollständige Ausprägung der mlo- bzw Mla-vermittelten 
Resistenz von Gerste gegen Isolate des Echten Mehltaus Bgh essentiell (Freialdenhoven et al., 
1994; Freialdenhoven et al., 1996). Ihr Einfluss auf die Wirt-Interaktion zwischen Gerste und 
M. oryzae wurde bereits eingehend untersucht (Jarosch et al., 2005). So konnte in ror1-2-
Pflanzen eine deutliche Reduktion der Penetrationsresistenz beobachtet werden, während rar1-
2-Pflanzen eine gesteigerte Penetrationsresistenz gegen M. oryzae und darüberhinaus ein ver-
stärktes Wachstum des Pilzes im Mesophyll aufwiesen. In Anlehnung an die Analyse der Wirt-
Interaktion sollte in dieser Arbeit die Bedeutung der Gene Rar1 und Ror1 für die NWR unter-
sucht werden.  
Gerstenpflanzen, die verschiedene Kombinationen von Mutationen in den Genloki Mlo, Ror1 
und Rar1 trugen, wurden hierzu mit Sporen des Nichtwirt-Isolates CD180 inokuliert (200.000 
Sporen/ml) und 96 h p.i. fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Abbildung 3.18). In Pflanzen 
des Genotyps Mlo konnte ein ambivalenter Effekt der Gene Ror1 und Rar1 bezüglich der Aus-
bildung von Papillen festgestellt werden. Während bei Mutation von Ror1 (ror1-2) der Anteil von 
Papillen signifikant abnahm, stieg er bei einer Mutation in Rar1 (rar1-2) leicht an. In der Dop-
pelmutante (ror1-2 rar1-2) lag der mikroskopische Phänotyp zwischen dem der beiden Einzel-
mutanten. Ein vergleichbarer Effekt konnte in Pflanzen des Genotyps mlo-5 beobachtet werden. 
Auch hier wurde durch eine Mutation des Gens Ror1 der Anteil effektiver Papillen leicht ge-
senkt, durch Mutation des Gens Rar1 dagegen leicht erhöht. Im Gegensatz zu Mlo-Pflanzen 
war die Penetrationsresistenz in der Trippelmutante noch deutlicher reduziert als in mlo-5 ror1-2 
Rar1. Wenn der Pilz in der Lage war in die Epidermis einzudringen, konnte er in allen Fällen in 
Korrelation mit einer HR der Epidermis gestoppt werden. Allgemein konnte nur ein geringer, 
kaum zwischen den verschiedenen Genotypen variierender Anteil an HR im Mesophyll nach-
gewiesen werden. 
Da in der Trippelmutante die größtmögliche mikroskopisch sichtbare Reduktion der Penetrati-
onsbarriere Papille beobachtet werden konnte, wurde sie in weiteren pharmakologischen Ana-
lysen, jeweils neben Pflanzen des Wildtyps IngridMlo und der Rückkreuzungslinie BCIngrid-
mlo-5, verwendet. 
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Abbildung 3.18: Fluoreszenzmikroskopische Analyse von Gerstenmutanten in den Genen Mlo, Ror1 und Rar1 nach 
Inokulation mit einem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen, die verschiedene Kombi-
nationen von Wildtyp- bzw. Mutantenallelen der Gene Mlo, Ror1 und Rar1 trugen, wurden mit Sporen des Magna-
porthe-Isolates CD180 von der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml). Primärblätter wurden 
96 h p.i. geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Hierbei wurde analog zu Abbildung 3.12 
zwischen vier zellulären Interaktionstypen unterschieden. Es wurden jeweils ca. 100 Interaktionsstellen pro Blatt 
und vier Blätter pro Mutante gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen 
Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Stan-
dardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % 
Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Pflanzen des Geno-
typs Mlo wurden unabhängig von Pflanzen des Genotyps mlo-5 statistisch ausgewertet (Mlo Großbuchstaben, 
mlo-5 Kleinbuchstaben). Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen dreimal wiederholt.  
 
3.3.3 Pharmakologische Untersuchungen 
In pharmakologischen Experimenten wurde mit Hilfe ausgewählter Inhibitoren in verschiedene, 
zur Ausbildung der Resistenzreaktionen (Kapitel 3.2.1) bedeutende Stoffwechselwege der 
Pflanze eingegriffen. Eingesetzt wurden die Inhibitoren 2-Aminoindan-2-Phosphorsäure (AIP, 
kompetitiver Inhibitor der Phenylalaninammoniumlyase, PAL), Cytochalasin E (Inhibitor der Ak-
tinpolymerisation), Cordycepin (Transkriptionsinhibitor), Didesoxy-D-Glucose (DDG, Callose-
Synthase-Inhibitor) und Phaseolotoxin (Inhibitor der Ornithin-Carbamoyltransferase/Ornithin-
Decarboxylase) (Tabelle 2.5). Die Bedeutung der betroffenen Stoffwechselfunktionen für die 
NWR von Gerste gegen Magnaporthe-Isolat CD180 wurde durch Applikation der Inhibitoren 
zunächst in Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo und in Pflanzen der Rückkreuzungslinie 
BCIngridmlo-5 sowie anschließend in der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 analysiert. Zusätz-
lich wurde der Effekt einer Behandlung der Pflanzen mit dem Phytohormon Abscisinsäure 
(ABA) hinsichtlich der Infektion mit einem Nichtwirt-Isolat untersucht. 
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3.3.3.1 Bestimmung der adäquaten Inhibitorkonzentrationen 
In Vorversuchen wurde die Optimalkonzentration der jeweiligen Inhibitoren für den Einsatz in 
der Magnaporthe/Gerste-Interaktion bestimmt. Prinzipiell sollte die Konzentration der einzelnen 
Inhibitoren so gewählt werden, dass einerseits kein direkter toxischer Effekt auf das Pilzwachs-
tum die Versuche beeinflusste, andererseits sollte eine größtmögliche inhibitorische Wirkung in 
der Pflanze erzielt werden. Hierzu wurden zunächst, ausgehend von Literaturangaben, ver-
schiedene Konzentrationen der Inhibitoren in Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo sowie 
BCIngridmlo-5 infiltriert und nach drei Stunden eine Inokulation mit Magnaporthe-Isolat CD180 
durchgeführt (200.000 Sporen/ml). Nach fluoreszenzmikroskopischer Auswertung wurde jeweils 
die höchste Inhibitorkonzentration ausgewählt, die keinen fungitoxischen Effekt (Hemmung des 
Pilzwachstums erkennbar an einer stark erhöhten Präpenetrationsresistenz der Pflanze) bewirk-
te (Daten nicht gezeigt). Ausgehend von diesen einmalig durchgeführten Vorversuchen wurde 
für jeden Inhibitor eine Optimalkonzentration ausgewählt (0,1 mM AIP, 10 µg/ml Cytochalasin, 
100 µM Cordycepin, 1 mM DDG, 1:10 Verdünnung Phaseolotoxin), die in allen weiteren Versu-
chen verwendet wurde. 
 
3.3.3.2 Applikation von Inhibitoren 
 
AIP und Cytochalasin 
Pflanzen der Sorte IngridMlo, der Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 sowie der Trippelmutante 
mlo-5 ror1-2 rar1-2 wurden mit den Inhibitoren AIP bzw. Cytochalasin behandelt. Drei Stunden 
nach Infiltration der entsprechenden Inhibitorlösung wurden die Pflanzen mit Sporen des 
Magnaporthe Nichtwirt-Isolates CD180 der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert (200.000 Spo-
ren/ml) und 96 h p.i. fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Abbildung 3.19).  
Nach Behandlung mit dem kompetitiven Inhibitor der Phenylalanin-Ammonium-Lyase AIP konn-
te in infizierten Pflanzen der Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 eine signifikante Abnahme des 
Anteils an Papillen um etwa 20 % sowie der Mesophyll-HR um etwa 10 % detektiert werden. Im 
gleichen Maße kam es zu einer signifikanten Zunahme an Epidermis-HR. Ähnliche Tendenzen 
konnten bei der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 beobachtet werden. So konnte das im Ver-
gleich zu mlo-5 Einzelmutanten in den Trippelmutanten bereits signifikant abgesenkte Level an 
Papillen durch AIP-Behandlung zusätzlich um weitere 10 % gesenkt werden. Diese Abnahme 
war nicht signifikant, jedoch konnte die Tendenz in mehreren unabhängigen Experimenten bes-
tätigt werden. Gleichzeitig kam es im Vergleich zu kontrollbehandelten Pflanzen zu einer Ab-
nahme der Mesophyll-HR und einem signifikanten Anstieg der Epidermis-HR um jeweils 20 %. 
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten in Pflanzen des Genotyps Mlo keine signifikan-
ten Auswirkungen des AIPs auf die Abwehrreaktionen der Pflanze beobachtet werden. Eine 
Bestimmung der pilzlichen Biomasse von CD180 durch qPCR analog zu Kapitel 3.2.2 in 
IngridMlo, BCIngridmlo-5 und der Trippelmutante mit bzw. ohne AIP-Behandlung ergab trotz 
mikroskopisch deutlich sichtbarer Reduktion der Penetrationsresistenz keine messbaren Unter-
schiede (Ergebnisse nicht dargestellt). 
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BCIngridmlo-5 Pflanzen, die mit dem Inhibitor der Aktinpolymerisation Cytochalasin E behandelt 
worden waren, zeigten, vergleichbar zu einer AIP-Behandlung, ein Absinken des Anteils an Pa-
pillen um etwa 15 % sowie einen entsprechenden Anstieg des Anteils an Epidermis-HR 
(Abbildung 3.19). Bei Trippelmutanten bzw. Pflanzen des Genotyps Mlo konnte dagegen keine 
signifikante Wirkung des Cytochalasins auf die Penetrationsresistenz der Pflanze beobachtet 
werden. 
 
       
 
Abbildung 3.19: Fluoreszenzmikroskopische Analyse von Magnaporthe-infizierten Gerstenpflanzen nach Infiltration 
von AIP bzw. Cytochalasin. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo (Mlo), BCIngridmlo-5 (mlo-5) bzw. 
der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 wurden mit Inhibitorlösungen infiltriert (0,1 mM AIP, 10 µg/ml Cytochalasin) 
und nach 3 Stunden mit Sporen des Magnaporthe-Isolates CD180 von der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert 
(200.000 Sporen/ml). Primärblätter wurden 96 h p.i. geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. 
Hierbei wurde jeweils ein Bereich von 1,5 cm um die Infiltrationsstelle berücksichtigt. Analog zu Abbildung 3.12 
wurde zwischen vier zellulären Interaktionstypen unterschieden und jeweils ca. 100 Interaktionsstellen pro Blatt und 
vier Blätter pro Kombination (Genotyp Gerste/Behandlung) gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozen-
tualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senk-
rechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch ausge-
wertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanz-
gruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
 
DDG und Cordycepin 
Um die Auswirkung einer Inhibierung der Callose-Synthese sowie der Transkription auf die Ab-
wehr der Gerste gegen das Nichtwirt-Isolat CD180 zu analysieren, wurden Pflanzen der Sorte 
IngridMlo, der Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 sowie der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 
mit den Inhibitoren DDG und Cordycepin behandelt. Drei Stunden nach Infiltration der jeweili-
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gen Inhibitorlösung wurden die Pflanzen mit einer Sporensuspension des Nichtwirt-Isolates 
CD180 der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml) und 96 h p.i. fluoreszenzmik-
roskopisch ausgewertet (Ergebnisse nicht gezeigt). Beide Inhibitoren bewirkten sowohl in Pflan-
zen des Genotyps Mlo als auch mlo-5 sowie der Trippelmutante keinen signifikanten, reprodu-
zierbaren Effekt auf die mikroskopisch sichtbaren, pflanzlichen Abwehrreaktionen (Daten nicht 
gezeigt).  
 
Phaseolotoxin 
An der Biosynthese von Hordatinen sind zwei zentrale Stoffwechselwege, der Phenylpropanoid- 
und der Polyaminmetabolismus, beteiligt. Während AIP als Inhibitor der PAL in den Phenylpro-
panoidstoffwechsel eingreift, kann durch Phaseolotoxin das Enzym Ornithin-Carbamoyl-
transferase (OCT), ein zentrales Enzym des Polyaminstoffwechsels, inhibiert werden. Phaseo-
lotoxin wurde aus Toxin-produzierenden Stämmen von Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Isolat 4419 isoliert und die Wirkung des Toxins anhand prototroph wachsender E. coli Bakterien 
überprüft (Abbildung 3.20). Die in einem Minimalmedium angezogenen Bakterien wurden hierzu 
im Plattentest Wasser, einer Kontrolllösung aus nicht Toxin produzierenden Pseudomonaden 
Isolat 592 und konzentriertem Phaseolotoxin ausgesetzt. Abbildung 3.20 zeigt deutlich den 
wachstumshemmenden Effekt des Phaseolotoxins auf die E. coli Bakterien. In einem Bereich 
von ca. 1,5 cm um das ausgestanzte Loch wurde das Bakterienwachstum vollständig gehemmt. 
 
 
Abbildung 3.20: Überprüfung der Wirksamkeit von Phaseo-
lotoxin im Plattentest. Prototrophe E. coli K12 wurden für 
mehrere Tage in Minimalmedium M9 angezogen. 200 µl der 
Kultur wurden anschließend in M9-Wasseragar ausplattiert. 
In den Agar wurden drei Löcher gestanzt, in die jeweils 20 µl 
Wasser (1), Phaseolotoxin Kontrolllösung von P. syringae pv. 
phaseolicola Isolat 592 (2) und Phaseolotoxin von P. syringae 
pv. phaseolicola Isolat 4419 (3) pipettiert wurden. Die Plat-
ten wurden für zwei Tage bei 37°C inkubiert. 
 
Nach Überprüfung der Wirksamkeit durch den Plattentest wurde Phaseolotoxin in verschiede-
nen Konzentrationen (konzentriert sowie Verdünnungen in Wasser von 1:2, 1:4, 1:10, 1:50) in 
Gerstenpflanzen des Genotyps Mlo sowie mlo-5 infiltriert und die Pflanzen drei Stunden nach 
Infiltration mit Sporen des Magnaporthe Nichtwirt-Isolates CD180 inokuliert (200.000 Spo-
ren/ml). 96 h p.i. wurden die infizierten Blätter im direkten Vergleich zu Kontroll- sowie AIP-
behandelten Pflanzen fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Abbildung 3.21). Für die endgül-
tige mikroskopische Auswertung wurde eine Phaseolotoxinkonzentration von 1:10 gewählt, da 
es sich hierbei um die höchstmögliche Konzentration des Toxins handelte, die keinen negativen 
Einfluss auf die Pflanzenentwicklung hatte. 
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Abbildung 3.21: Fluoreszenzmikroskopische Analyse von Magnaporthe-infizierten Gerstenpflanzen nach Behandlung 
mit AIP bzw. Phaseolotoxin. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit 
Wasser, 0,1 mM AIP-Lösung, 1:10 verdünnter Toxin Kontrolle bzw. 1:10 verdünntem Phaseolotoxin infiltriert und 
nach 3 Stunden mit Sporen des Magnaporthe-Isolates CD180 von der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert (200.000 
Sporen/ml). Primärblätter wurden 96 h p.i. geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet, wobei ein 
Bereich von 1,5 cm um die Infiltrationsstelle berücksichtigt wurde. Hierbei wurde analog zu Abbildung 3.12 zwischen 
vier zellulären Interaktionstypen unterschieden. Es wurden ca. 100 Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro 
Kombination (Genotyp Gerste/Behandlung) gezählt. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkei-
ten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien ge-
ben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way 
ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Pflanzen 
des Genotyps Mlo wurden unabhängig von Pflanzen des Genotyps mlo-5 statistisch ausgewertet (Mlo Großbuchsta-
ben, mlo-5 Kleinbuchstaben). Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Nach AIP-Behandlung konnte in Pflanzen des Genotyps mlo-5 eine leichte Reduktion der An-
zahl an Papillen beobachtet werden (Abbildung 3.21). Im Gegensatz dazu war in Versuchen 
analog zu Abbildung 3.19 diese Reduktion als signifikant detektiert worden. In Übereinstimmung 
mit bisher durchgeführten Versuchen wurde jedoch nach AIP-Behandlung eine signifikante Re-
duktion des Anteils an Mesophyll-HR und ein signifikanter Anstieg an Epidermis-HR festgestellt 
(Abbildung 3.21). Phaseolotoxin-behandelte mlo-5-Pflanzen zeigten ebenfalls im Vergleich zu 
kontrollbehandelten Pflanzen (Toxin Kontrolle) ein Absinken des Prozentsatzes an Papillen so-
wie an Mesophyll-HR und einen Anstieg des Anteils an Epidermis-HR. Da Unterschiede zur 
Kontrollbehandlung in der ANOVA jedoch nicht signikant waren, kann hier nur von Tendenzen 
gesprochen werden. Bei Pflanzen des Genotyps Mlo war weder nach AIP- noch nach Phaseo-
lotoxin-Behandlung ein mikroskopisch sichtbarer Effekt auf die Abwehrreaktionen der Pflanze 
zu erkennen. Eine Kombination von AIP- und Phaseolotoxin-Behandlung soll in einem nächsten 
Schritt durchgeführt werden.  
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3.3.3.3 Applikation des Phytohormons Abscisinsäure 
Die Beteiligung des Phytohormons Abscisinsäure (ABA) an der pflanzlichen Abwehr pilzlicher 
Pathogene konnte in verschiedenen Pathosystemen nachgewiesen werden (Cahill, 1989; Mc-
Donald, 1999; Flors, 2005). Die Wirkung des Phytohormons variiert je nach Interaktionssystem 
jedoch beträchtlich. So erhöht die Gabe von ABA die Resistenz von Gerste gegen Bgh (Wiese 
et al., 2004), während sie bei Reis eine stark erhöhte Anfälligkeit gegen M. oryzae bewirkt 
(Koga et al., 2004).  
 
Wirt-Interaktion 
Zunächst wurden in einem zu Koga et al. (2004) analogen Ansatz Gerstenkultivar IngridMlo 
sowie die Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 neunzig Minuten nach einer Behandlung mit 
20 µM ABA-Lösung mit dem M. oryzae Wirt-Isolat TH6772 von Reis inokuliert (200.000 Spo-
ren/ml).  
 
 
 
 
Abbildung 3.22: Makroskopische (A) und fluo-
reszenzmikroskopische (B) Analyse ABA-behan-
delter Gerste nach M. oryzae Infektion. Sieben 
Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo 
bzw. BCIngridmlo-5 wurden mit einer 20 µM 
ABA-Lösung (+) bzw. einer Kontrolllösung mit 
Methanol-Zusatz (-) eingesprüht. Nach 1,5 h 
wurden die Pflanzen mit Sporen des M. oryzae-
Isolates TH6772 der Wirtpflanze Reis inokuliert 
(200.000 Sporen/ml). Sechs Tage nach Inokulati-
on wurde der Infektionsphänotyp fotographisch 
dokumentiert (A). 48 h p.i. wurden Primärblätter 
geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch 
ausgewertet (B). Hierbei wurde analog zu 
Abbildung 3.12 zwischen den zellulären Interak-
tionstypen Papille, Epidermis-HR, Mesophyll-HR 
und HR-ähnlicher Zelltod im Mesophyll unter-
schieden. Zusätzlich wurde eine fünfte Kategorie, 
in die Pilzwachstum ohne sichtbare Fluoreszenz 
der Pflanzenzellen eingeordnet wurde, verwen-
det. Es wurden jeweils ca. 100 Interaktionsstellen 
pro Blatt und vier Blätter pro Kombination (Ge-
notyp Gerste/Behandlung) gezählt. Die Säulen 
stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufig-
keiten, mit denen Interaktionsstellen in eine 
bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; 
die senkrechten Linien geben den Standardfehler 
an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde 
separat statistisch ausgewertet (One Way ANO-
VA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über 
den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgrup-
pen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren 
Ergebnissen wiederholt. 
 
Makroskopische Analysen zeigten eine Mlo-unabhängige Steigerung der Anfälligkeit von ABA-
behandelten Pflanzen gegenüber kontrollbehandelten Pflanzen (Abbildung 3.22A). Die Hyper-
suszeptibilität der ABA-behandelten Pflanzen spiegelte sich in ihrem mikroskopischen Phänotyp 
wieder (Abbildung 3.22B). So konnte sowohl in Pflanzen des Genotyps Mlo als auch in mlo-5-
Pflanzen 48 h p.i. eine signifikante Steigerung des prozentualen Anteils an „Hyphenwachstum 
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ohne Fluoreszenz der Pflanzenzellen“ im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Wie in der 
Dissertation von Marcus Jansen (2007) beschrieben, ist dieser Interaktionstyp mit einem forcier-
ten Pilzwachstum assoziiert. Dieses scheint einer Pflanzenreaktion in Form einer HR zuvor zu-
kommen. Letztlich scheint demnach mit der ABA-Behandlung ein schnelleres Pilzwachstum 
verbunden zu sein, was schließlich eine gesteigerte Anfälligkeit der Pflanzen bedingt. 
 
Nichtwirt-Interaktion 
Im Weiteren sollte der Einfluss von ABA auf die NWR von Gerste gegen das Magnaporthe 
Nichtwirt-Isolat CD180 der Wirtpflanze Pennisetum untersucht werden. Hierzu wurde Gerste der 
Sorte IngridMlo, der Rückkreuzungslinie BCIngridmlo-5 sowie der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 
rar1-2 neunzig Minuten nach einer Behandlung mit ABA (20 µM) bzw. einer Kontrolllösung mit 
Sporen des Isolates CD180 inokuliert (200.000 Sporen/ml) und 96 h p.i. fluoreszenzmikrosko-
pisch ausgewertet (Abbildung 3.23).  
 
 
           
 
Abbildung 3.23: Fluoreszenzmikroskopische Analyse ABA-behandelter Gerste nach Infektion mit Magnaporthe-Isolat 
CD180. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo, BCIngridmlo-5 bzw. der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 
rar1-2 wurden mit einer 20 µM ABA-Lösung (+) bzw. einer Kontrolllösung mit Methanol-Zusatz (-) eingesprüht. Nach 
1,5 h wurden die Pflanzen mit Sporen des Magnaporthe Isolates CD180 von der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert 
(200.000 Sporen/ml). 96 h p.i. wurden Primärblätter geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. 
Hierbei wurde analog zu Abbildung 3.12 zwischen vier zellulären Interaktionstypen unterschieden. Es wurden je-
weils ca. 100 Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro Kombination (Genotyp Gerste/Behandlung) gezählt. 
Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte 
Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische In-
teraktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über 
den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wieder-
holt. 
 
Auffällig ist eine nicht signifikante aber reproduzierbare Steigerung der Penetrationsresistenz 
bei Pflanzen des Genotyps Mlo und mlo-5 nach ABA-Behandlung im Vergleich zu Kontrollpflan-
zen. Im Gegensatz dazu kam es bei der Trippelmutante nach ABA-Gabe zu einer deutlichen, 
jedoch nicht signifikanten Reduktion des Anteils an Papillen und einer entsprechenden leichten 
Erhöhung des Prozentsatzes an Epidermis- und Mesophyll-HR. 
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3.3.3.4 Doppelapplikation von Inhibitoren / ABA bei der Trippelmutante  
Wie in Kapitel 3.3.3.2 und 3.3.3.3 gezeigt wurde, kann die Beeinflussung verschiedener pflanz-
licher Stoffwechselwege durch Inhibitoren bzw. ABA eine Wirkung auf cytologische Abwehrme-
chanismen der Pflanze im Rahmen der NWR haben. Wirken verschiedene dieser Substanzen 
über einen gemeinsamen Stoffwechselweg auf die gleiche pflanzliche Abwehrreaktion, z.B. die 
Bildung von Papillen, so sollte bei gleichzeitiger Gabe keine weitere Reduktion der mikrosko-
pisch beobachteten Abwehrreaktion auftreten. Wirken gleichzeitig applizierte Inhibitoren durch 
verschiedene Stoffwechselwege auf die gleiche Abwehrreaktion, so sollte sich ein additiver 
Effekt im Vergleich zu der Einzelapplikation ergeben. 
 
Kombination von AIP und Cytochalasin 
Da sowohl die Einzelapplikation des Inhibitors AIP, wie auch des Inhibitors Cytochalasin auf 
Pflanzen des Genotyps mlo-5 (BCIngridmlo-5), sowie im Fall von AIP ebenso auf der Trippel-
mutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 eine deutliche Reduktion der Penetrationsresistenz der Pflanzen 
nach sich zog, stellte sich die Frage nach der Wirkung einer kombinierten Hemmung der betrof-
fenen Stoffwechselwege. Hierzu wurde die Trippelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 mit Wasser, AIP, 
Cytochalasin bzw. einer Kombination aus AIP und Cytochalasin behandelt und nach drei Stun-
den mit Sporen des Magnaporthe Nichtwirt-Isolates CD180 inokuliert (200.0000 Sporen/ml). 
96 h p.i. wurden die infizierten Blätter fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Abbildung 3.24). 
 
     
 
Abbildung 3.24: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Trippelmutante nach Behandlung mit AIP/Cytochalasin so-
wie Inokulation mit Magnaporthe. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen des Genotyps mlo-5 ror1-2 rar1-2 wurden mit 
Wasser, 0,1 mM AIP-Lösung, 10 µg/ml Cytochalasin bzw. einer Kombination von AIP und Cytochalasin infiltriert und 
nach drei Stunden mit Sporen des Magnaporthe-Isolates CD180 inokuliert (200.000 Sporen/ml). Die Primärblätter 
wurden zu 96 h p.i. geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurde ein Bereich von 
1,5 cm um die Infiltrationsstelle berücksichtigt. Die Beurteilung der Interaktionstypen erfolgte analog zu Abbildung 
3.12. Es wurden jeweils 100 Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro Behandlung gezählt. Die Säulen stellen 
die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte Kategorie einge-
ordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp 
wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen 
ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Während AIP-behandelte Pflanzen eine signifikante Reduktion des Anteils an Papillen sowie 
Mesophyll-HR aufwiesen, konnte nach Cytochalasin-Behandlung keine signifikante Abweichung 
zu Wasser-behandelten Pflanzen registriert werden. Eine Doppelbehandlung der Trippelmutan-
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te mit beiden Inhibitoren zeigte einen mit der AIP-Einzelbehandlung vergleichbaren mikroskopi-
schen Phänotyp. Allerdings wurde durch die gleichzeitige Gabe von AIP und Cytochalasin der 
AIP-bedingte Anstieg von Interaktionsstellen mit Epidermis-HR reduziert. 
 
Kombination von AIP und ABA 
In einem weiteren Versuchsansatz sollte die Kombination des PAL-Inhibitors AIP mit dem Phy-
tohormon ABA auf die Nichtwirt-Interaktion von Magnaporthe Isolat CD180 gegenüber der Trip-
pelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 getestet werden. In Einzelbehandlung führten beide Substanzen 
zu einer reproduzierbaren Reduktion der Penetrationsresistenz dieser Pflanzen gegenüber dem 
Nichtwirt-Isolat (Kapitel 3.3.3.2, 3.3.3.3). Gersten-Trippelmutanten wurden zunächst einzeln mit 
ABA bzw. AIP und darüber hinaus in einer Doppelapplikation mit beiden Substanzen behandelt. 
Hierzu wurde zunächst 0,1 mM AIP-Lösung bzw. Wasser in die Blätter infiltriert, nach ca. zwei 
Stunden 20 µM ABA-Lösung gesprüht und nach einer weiteren Stunde mit Magnaporthe Isolat 
CD180 inokuliert. Die behandelten Blätter wurden 96 h p.i. fluoreszenzmikroskopisch ausgewer-
tet (Abbildung 3.25).  
 
 
 
Abbildung 3.25: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Trippelmutante nach Behandlung mit ABA/AIP sowie Infek-
tion mit Magnaporthe. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen des Genotyps mlo-5 ror1-2 rar1-2 wurden mit Wasser 
bzw. 0,1 mM AIP-Lösung infiltriert und nach 2 Stunden mit Kontroll- bzw. 20 µmol ABA-Lösung besprüht. Nach ei-
ner weiteren Stunde wurden die Pflanzen mit Sporen des Magnaporthe-Isolates CD180 inokuliert (200.000 Spo-
ren/ml). Primärblätter wurden 96 h p.i. geerntet, entfärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurde 
ein Bereich von 1,5 cm um die Infiltrationsstelle berücksichtigt. Die Beurteilung der Interaktionstypen erfolgte ana-
log zu Abbildung 3.12. Es wurden jeweils 100 Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro Behandlung gezählt. 
Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstellen in eine bestimmte 
Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Standardfehler an. Jeder mikroskopische In-
teraktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über 
den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wie-
derholt. 
 
Sowohl die Einzelapplikation von ABA als auch die Einzelapplikation von AIP führten zu einer 
deutlichen, jedoch nicht signifikanten Reduktion der Penetrationsresistenz der Trippelmutanten. 
Nach AIP-Behandlung kam es außerdem wie bereits in Kapitel 3.3.3.2 gezeigt zu einer signifi-
kanten Reduktion der Mesophyll-HR sowie einem signifikanten Anstieg der Epidermis-HR. 
Wurden ABA und AIP in Kombination verwendet, konnte die Rate an Papillen noch weiter, im 
Vergleich zur Kontrollbehandlung sogar signifikant, abgesenkt werden. 
ERGEBNISSE 
 
  99 
3.4 Molekulargenetische Untersuchungen 
 
3.4.1 Transkriptomanalyse - Macroarray 
Begleitend zu der cytologischen Charakterisierung der Nichtwirt-Interaktion sollten in den fol-
genden molekularbiologischen Untersuchungen transkriptionelle Unterschiede der Gerste zwi-
schen Wirt-und Nichtwirt-Interaktion analysiert werden. Ziel war es Gene zu identifizieren, die in 
Gerste spezifisch nach Kontakt mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 reguliert werden. 
Alle Untersuchungen wurden in Kooperation mit dem Institut für Pflanzengenetik und Kultur-
pflanzenzüchtung (IPK) Gatersleben durchgeführt. Am IPK hergestellte 10 kb cDNA Macroar-
ray-Filter der Gerste (barleyPGRC1 cDNA array) ermöglichten die parallele Transkriptions-
analyse von ca. 10.000 Genen.  
 
3.4.1.1 Versuchsaufbau der Macroarray-Analyse 
In vier unabhängigen biologischen Replikaten wurden Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo mit 
Kontrolllösung behandelt sowie mit Sporensuspensionen von M. oryzae Isolat TH6772 von der 
Wirtpflanze Reis (Wirt-Interaktion) bzw. Magnaporthe-Isolat CD180 von Pennisetum (Nichtwirt-
Interaktion) inokuliert (200.000 Sporen/ml) (Tabelle 3.3).  
 
Tabelle 3.3: Übersicht über die Experimente zur Macroarray-Analyse 
Gerstenkultivar Gewebetyp Behandlung/Pilz-Isolat Erntezeitpunkte 
[h p.i.] 
biologische 
Replikate 
 
technische 
Replikate 
IngridMlo 
 
Epidermis Kontrollbehandlung 6, 12, 24 4 1 
IngridMlo Epidermis TH6772 (Wirt-Isolat)  
(200.000 Sporen/ml) 
6, 12, 24 4 1 
IngridMlo Epidermis CD180 (Nichtwirt-Isolat) 
(200.000 Sporen/ml) 
6, 12, 24 4 1 
 
Die Inokulation erfolgte jeweils eine Stunde nach Einsetzen der Photoperiode. Um optimale 
Infektionsbedingungen zu gewährleisten, wurden die Pflanzen nach der Inokulation während 
der kompletten Ernteperiode im Dunkeln bei 100 % Luftfeuchte und ca. 25 °C inkubiert. 6, 12 
und 24 h p.i. wurde von ca. 220 Pflanzen pro Probe die abaxiale Epidermis geerntet. Diese 
Zeitpunkte deckten die Phase des ersten Kontaktes des Pilzes mit der Pflanze (6 h p.i. Keim-
schlauch ausgebildet, Beginn der Appressoriumbildung) bis hin zu den ersten zellulär sichtba-
ren Reaktionen der Pflanze auf den Pilz (24 h p.i., s. Kapitel 3.2.1) ab. Indem ausschließlich 
epidermales Gewebe für die Transkriptionsanalyse verwendet wurde, sollten infizierte Zellen 
und damit Abwehr-spezifische Transkripte im Untersuchungsmaterial prozentual angereichert 
werden. Die Epidermis jeder Behandlung/Zeitpunkt-Kombination wurde komplett in eine mRNA-
Isolation und anschließende Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden eingesetzt. Die 
cDNA-Sonden wurden zur Hybridisierung der Macroarray-Filter verwendet. 
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3.4.1.2 Kontrollexperimente 
Um eine optimale Auswertung der Macroarray-Untersuchungen zu gewährleisten, wurde zu-
nächst eine Reihe von Kontrolluntersuchungen durchgeführt. 
 
Qualitätskontrolle isolierter RNA aus epidermalem Gewebe der Gerste 
Die Ernte von Gerstenepidermis und anschließende Isolation qualitativ hochwertiger RNA ist ein 
störanfälliger Prozess. So kann es aufgrund der sehr dünnen Gewebeschicht der Epidermis 
sowohl bei deren Ernte als auch bei der Aufarbeitung zur Degradierung von Teilen bzw. der 
gesamten RNA kommen. Mit dem Ziel die Qualität der aus Gerstenepidermis isolierten RNA zu 
überprüfen und damit Erntetechnik sowie RNA-Isolationsmethodik zu testen, wurde exempla-
risch RNA aus Ganzblättern sowie Epidermis isoliert und anschließend eine Expressionsanaly-
se gewebespezifisch exprimierter Gene durchgeführt. Hierzu wurde einerseits das Gen HvCA, 
welches für eine chloroplastidäre Carboanhydrase kodiert und damit vorzugsweise im Me-
sophyll exprimiert werden sollte, eingesetzt. Andererseits wurde das Gen HvOxOlp, dessen 
Transkripte spezifisch in Pathogen-infizierter Epidermis akkumulieren, verwendet (Gregersen et 
al., 1997).  
 
 
 
Abbildung 3.26: Überprüfung der Qualität epidermaler RNA mittels 
Northernanalyse. Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte IngridMlo 
wurden mit Sporen von Magnaporthe-Isolat TH6772 inokuliert (200.000 
Sporen/ml). Nach ein bzw. zwei Tagen (days post inoculation, d p.i.) 
wurden einerseits Ganzblattproben (jeweils fünf Primärblätter pro Pro-
be) andererseits Epidermisstrips (jeweils ca. 100 Strips pro Probe) geern-
tet und gesamtRNA isoliert (Kapitel 2.6.2). 10 µg der Ganzblatt- bzw. 
Epidermis-RNA wurden im denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf 
eine Nylonmembran überführt und mit DIG-markierten RNA-Sonden für 
die Gene HvOxOlp bzw. HvCA (Carbonic Anhydrase) hybridisiert. Die 
Abbildung zeigt die resultierenden Chemiluminogramme sowie die Ethi-
diumbromidfärbung der ribosomalen RNA (EtBr) zur Ladungskontrolle. 
Die Versuche wurden mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Für die RNA-Qualitätsprüfung wurden Pflanzen der Sorte IngridMlo eingesetzt, die mit Sporen 
von M. oryzae Isolat TH6772 inokuliert wurden (200.000 Sporen/ml). Ein bzw. zwei Tage nach 
Inokulation wurden jeweils fünf Ganzblätter bzw. ca. 100 Epidermisstripps geerntet und in die 
RNA-Isolation (Kapitel 2.6.2) eingesetzt. In Abbildung 3.26 werden die Ergebnisse der Hybridi-
sierungsexperimente mit den genspezifischen Sonden HvCA und HvOxOlp gezeigt. Anhand der 
Ethidiumbromidfärbung wird die gleiche Konzentration der Proben deutlich. Im Vergleich zu 
Ganzblatt-RNA konnten aufgrund der fehlenden Chloroplasten in Epidermis-RNA nur zwei ribo-
somale RNA-Banden identifiziert werden. Während in infizierten Ganzblättern die Expression 
des Gens OxOlp nur ganz leicht nach zwei Tagen induziert wurde, war die Expression in Gers-
tenepidermis zu beiden Untersuchungszeitpunkten sehr stark. Diese Ergebnisse bestätigen 
Resultate von Gregersen et al. (1997). Im Gegensatz dazu konnte die Expression des Gens 
HvCA ausschließlich in Ganzblättern nachgewiesen werden. Die Versuche wiesen aufgrund der 
distinkten Hybridisierungssignale sowie der gewebespezifischen Transkriptakkumulation auf 
eine qualitativ hochwertige RNA-Isolation aus Gerstenepidermis hin.  
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Qualitätskontrolle des Macroarray-Experiments 
Um in einem nächsten Schritt den Prozess der Sondenherstellung, der Hybridisierung sowie die 
technische Vergleichbarkeit der Macroarray-Filter zu überprüfen, wurden die normalisierten 
Signalintensitäten verglichen, die aus Hybridisierungen von zwei verschiedenen Macroarray-
Filtern mit zwei unabhängig hergestellten Sonden (kontrollbehandelte Pflanzen 6 h p.i.) resul-
tierten (Abbildung 3.27).  
 
Abbildung 3.27: Qualitätskontrolle der 
Macroarray-Experimente. Zwei cDNA-
Sonden, die aus zwei unabhängigen Expe-
rimenten hergestellt worden waren (kon-
trollbehandelte Pflanzen, 6 h p.i.), wurden 
mit zwei Macroarray-Filtern hybridisiert. 
Dargestellt sind die logarithmierten, nor-
malisierten Signalintensitäten (log2 der 
normalisierten Signalintensität) nach Aus-
wertung der Hybridisierungssignale. Die 
äußeren diagonalen Linien grenzen die 
Werte ein, die um weniger als das 2,5-
fache voneinander abweichen. Der Korre-
lationskoeffizient beträgt 0,95. Diese An-
alyse wurde mit verschiedenen Sonden 
und Filtern durchgeführt und ergab jeweils 
vergleichbare Ergebnisse. 
 
 
Die meisten Werte lagen nahe der Winkelhalbierenden. Dies bedeutet, dass trotz separat her-
gestellter Sonden, unabhängiger Hybridisierungen und verschiedener Macroarray-Filter im 
Großteil der Fälle vergleichbare Signalintensitäten gemessen werden konnten. 95 % der Werte 
wichen um weniger als das 2,5fache voneinander ab (parallel zu der Winkelhalbierenden aufge-
tragene Linien entsprechen einer 2,5fachen Abweichung). Dies bestätigt die Vergleichbarkeit 
von Probenaufbereitung und Hybridisierung sowie die technische Vergleichbarkeit verschie-
dener Macroarray-Filter. 
Um eine Verfälschung der Macroarray-Ergebnisse durch einen einzelnen stark abweichenden 
Versuch zu vermeiden, wurde in einer Correspondence Analyse (COA-Analyse) die Vergleich-
barkeit der vier biologischen Replikate überprüft (Abbildung 3.28). Dargestellt sind einerseits 
kontrollbehandelte Proben im Vergleich zu den mit Wirt-Pathogen TH6772 inokulierten Proben 
(Abbildung 3.28A) sowie andererseits kontrollbehandelte Proben im Vergleich zu den mit dem 
Nichtwirt-Isolat CD180 inokulierten Proben (Abbildung 3.28B). Die Analyse zeigte, dass die vier 
biologischen Replikate jeder Zeitpunkt/Behandlungskombination im dreidimensionalen Raum 
relativ dicht zusammenliegen. Trotz einer gewissen Streuung der Werte gab es unter den vier 
Versuchen keinen eindeutig abweichenden Ausreißer. Deshalb wurden alle Versuche für die 
endgültige Auswertung herangezogen (n = 4).  
Die COA-Analyse zeigte außerdem zum Zeitpunkt 6 h p.i. einen größeren Abstand zwischen 
Proben der Nichtwirt-Interaktion und den zugehörigen Kontrollen (Abbildung 3.28B) als zwi-
schen Proben der Wirt-Interaktion und den zugehörigen Kontrollen (Abbildung 3.28A) im drei-
dimensionalen Koordinatensystem. Dies wies auf eine zu diesem frühen Zeitpunkt verstärkte 
Genregulation nach Inokulation mit dem Nichtwirt-Isolat hin. 
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Abbildung 3.28: Correspondence Analyse (COA) von Kontrollbehandlung und Wirt-(A) bzw. Nichtwirt-(B) Inter-
aktion. Signalintensitäten aller vier biologischen Replikate wurden mit Hilfe einer COA-Analyse auf ihre Vergleich-
barkeit geprüft. Dargestellt sind die Kontroll-(Ko) Behandlungen im Vergleich zu mit M. oryzae Isolat TH6772 (TH) 
(A) bzw. Magnaporthe Isolat CD180 (CD) (B) inokulierten Pflanzen zu 6, 12 und 24 h p.i., jeweils biologisches 
Replikat _1 bis _4. Kontrollbehandlungen gleicher Erntezeitpunkte sind mit einer durchgezogenen Linie umrandet, 
Pathogen-inokulierte Proben mit einer gestrichelten Linie. Die Analyse wurde mit dem Programm Multi Experi-
ment Viewer (MeV) durchgeführt. 
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Des Weiteren wurden anhand der Macroarray-Analysen exemplarisch Expressionsprofile von 
Genen bekannter Regulation betrachtet (Abbildung 3.29). Hierzu wurde zunächst ein potentiell 
konstitutiv exprimiertes Genfragment (HU01O20T), welches für ein putatives Ubiquitin Protein 
kodiert, gewählt. Alle gemessenen Signalintensitäten von kontrollbehandelten bzw. Pathogen-
inokulierten Pflanzen variierten nur in sehr geringem Maße. Die Transkriptakkumulation dieses 
Gens wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen als Bezugsgröße bei der Normalisierung 
für Genexpressionsanalysen mittels qPCR verwendet. Außerdem wurde das Genexpressions-
profil des PR-Gens PR1 (HD01N05) betrachtet. Es ist bekannt, dass dieses Gen im Verlauf 
einer Pathogeninfektion verstärkt exprimiert wird und als molekularer Marker für die Stärke ei-
ner Magnaporthe-Infektion dienen kann (Jarosch et al., 2003). Sowohl in Wirt- als auch Nicht-
wirt-infizierten Pflanzen konnte zu 24 h p.i. eine deutliche Steigerung der Signalintensität von 
etwa 15 auf 45 im Vergleich zu Kontrollpflanzen bzw. früheren Zeitpunkten gemessen werden.  
 
 
 
Abbildung 3.29: Signalintensitäten ausgewählter Gene in der Macroarray-Analyse. Dargestellt sind die normalisierten 
Signalintensitäten der Genfragmente HU01O20T, welches für ein Ubiquitin-ähnliches Protein kodiert, und 
HD01N05, ein PR Typ1 kodierendes Genfragment. Die Säulen geben die Mittelwerte von 4 biologischen Replikaten 
an, senkrechte Linien stellen die Standardabweichungen dar. Es handelt sich um direkte Ergebnisse der Macroar-
ray-Analyse.  
 
3.4.1.3 Statistische Auswertung der Macroarray Analyse 
Die statistische Auswertung der Macroarray-Ergebnisse ergab unter Verwendung einer False 
Discovery Rate (FDR) ≤ 5 % und unter Berücksichtigung aller mindestens zweifach regulierten 
Gene eine Summe von 96 (Wirt-Interaktion) und 250 (Nichtwirt-Interaktion) differentiell regulier-
ter Gene im Vergleich zur Kontrolle über alle Untersuchungszeitpunkte (Tabelle 3.4).  
In der Wirt-Interaktion wurden insgesamt weniger Gene differentiell reguliert als in der Nichtwirt-
Interaktion. Von 6 über 12 zu 24 h p.i. kam es jedoch zu einem kontinuierlichen Anstieg der 
Zahl regulierter Gene in der Wirt-Interaktion (27, 29, 68). Im Gegensatz dazu konnte in der 
Nichtwirt-Interaktion zum Zeitpunkt 6 h p.i. die größte Anzahl (125) regulierter Gene detektiert 
werden, die dann von 12 über 24 h p.i. auf 100 bzw. 89 absank. Betrachtet man die Schnitt-
mengen aller in Wirt- und Nichtwirt-Interaktion regulierten Gene wird klar, dass der größte Teil 
der in der Wirt-Interaktion regulierten Gene auch in der Nichtwirt-Interaktion reguliert wurde 
(Schnittmenge: 70 Gene). Die Expression dieser Gene scheint also durch beide Magnaporthe-
Isolate beeinflusst zu werden. Spezifisch in der Wirt-Interaktion wurden über alle drei Zeitpunkte 
26 Gene reguliert, die in der Nichtwirt-Interaktion nicht reguliert wurden. In der Nichtwirt-
Interaktion wurden dagegen 180 Gene reguliert, die in der Wirt-Interaktion nicht reguliert wur-
den (Tabelle 3.4). 
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Tabelle 3.4: Differentiell regulierte Gene als Ergebnis der Macroarray-Analyse 
Abgebildet ist die Zahl aller gegenüber der Kontrolle mindestens zweifach regulierten Gene in Nichtwirt- und Wirt-
Interaktion, die mit einer FDR ≤ 5% als differentiell reguliert gelten. Die Tabelle unterscheidet zwischen Genen, die in 
beiden Interaktionen und Genen, die spezifisch in Nichtwirt- und Wirt-Interaktion reguliert wurden. 
 
Interaktion Anzahl regulierter Gene  
pro Zeitpunkt 
Anzahl regulierter Gene  
zu allen Zeitpunkten 
 6 h p.i. 12 h p.i. 24 h p.i.  
NW ind 69 39 50 132 
NW repr 56 61 39 118 
Summe 125 100 89                  250 
W ind 12 13 36 51 
W repr 15 16 32 45 
Summe 27 29 68                96 
NW ind OHNE W ind 58 28 21 90 
NW repr OHNE W repr 44 47 31 90 
Summe 102 75 52                  180 
W ind OHNE NW ind 1 2 7 9 
W repr OHNE NW repr 3 2 14 17 
Summe 4 4 21                 26 
NW ind UND W ind 11 11 29 42 
NW repr UND W repr 12 14 8 28 
Summe 23 25 37                 70 
  NW = Nichtwirt, W = Wirt, ind = mindestens zweifach induziert, repr = mindestens zweifach reprimiert 
 
Um einen Einblick in die Spezifität der Genregulation pro Untersuchungszeitpunkt (6, 12, 
24 h p.i.) zu erhalten, wurden die 180 differentiell regulierten Gene der Nichtwirt-Interaktion 
(Tabelle 3.4) nach induzierten bzw. reprimierten Genen und nach ihren Regulationszeitpunkten 
getrennt dargestellt (Venn-Diagramme, Abbildung 3.30). Nur zu einem Untersuchungszeitpunkt 
induzierte Gene überwiegen gegenüber den zu mehreren Zeitpunkten gleichzeitig induzierten 
Genen. So wurde 6 h p.i. eine Anzahl von 45 zu diesem Zeitpunkt regulierten Genen gefunden; 
dies war die zahlenmäßig stärkste Geninduktion. Zu den Zeitpunkten 12 und 24 h p.i. sank die 
Anzahl regulierter Gene auf 13 bzw. 16 ab. Die größte Schnittmenge regulierter Gene im Ver-
gleich von zwei bzw. drei Zeitpunkten trat mit 11 Genen zwischen 6 und 12 h p.i. auf, während 
nur einzelne Gene in den anderen Überlappungsbereichen aufzufinden waren. Ein ähnliches 
Verteilungsschema konnte bei den reprimierten Genen der Nichtwirt-Interaktion gefunden wer-
den. Auch hier wurde die größte Anzahl an Genen spezifisch zu einzelnen Untersuchungszeit-
punkten reguliert. Zum Zeitpunkt 6 h p.i. wurde mit 26 reprimierten Genen die größte Zahl ge-
funden, zu den Zeitpunkten 12 und 24 h p.i. nahm die Zahl reprimierter Gene ab (21 bzw. 15). 
Ebenso wurde mit 12 Genen ein großer Anteil der untersuchten Gene sowohl zum Zeitpunkt 6 
als auch 12 h p.i. reprimiert. Allerdings kam es darüber hinaus im Gegensatz zu den induzierten 
Genen zu einer Reprimierung von 10 Genen zu den Zeitpunkten 12 und 24 h p.i.  
Die Ergebnisse machen deutlich, dass der größte Anteil der differentiell regulierten Gene der 
Nichtwirt-Interaktion einer zeitpunktspezifischen Regulation zu unterliegen scheint. Nur wenige 
Gene wurden zu zwei Untersuchungszeitpunkten als statistisch signifikant detektiert.  
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Abbildung 3.30: Venn-Diagramme von 180 spezifisch differentiell regulierten Genen der Nichtwirt-Interaktion. Darge-
stellt sind spezifisch in der Nichtwirt-Interaktion induzierte (links) bzw. reprimierte (rechts) Gene (FDR ≤ 5 %, min-
destens zweifach reguliert) zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten (6, 12, 24 h p.i.). Die Venn-Diagramme ge-
ben an, wie viele Gene nur zu einem Zeitpunkt reguliert werden bzw. wie viele Gene zu mehreren Zeitpunkten 
gleichzeitig reguliert werden (Schnittmengen der Kreise). 
 
3.4.1.4 Zuordnung von Kandidatengenen zu funktionellen Kategorien 
Mit Hilfe des binning Systems „MapMan barley“ von Sreenivasulu et al. (2008) wurden alle auf 
dem 22 K Barley1 GeneChip Microarray (Affymetrix) gespotteten Gene der Gerste in funktionel-
le Gruppen eingeteilt. Die Daten wurden im Folgenden am IPK Gatersleben mit Hilfe eines 
SnackPack Clusterings auf den in der vorliegenden Arbeit verwendeten 10 K PGRC1 Macroar-
ray der Gerste übertragen. Somit konnte ein Großteil der 10.000 auf diesem Array verfügbaren 
Genfragmente in funktionelle Kategorien eingeteilt werden (P. Schweizer, IPK Gatersleben). 
Hierbei wurde ausschließlich das höchste Level der funktionellen Klassen von MapMan barley 
(superbins) verwendet.  
Für die vorliegende Arbeit wurden zunächst die 180 differentiell regulierten Gene der Nichtwirt-
Interaktion (Tabelle 3.4) den entsprechenden funktionellen Gruppen zugeordnet (Abbildung 
3.31). Genfragmente, die mit Hilfe von MapMan barley nicht eingeordnet werden konnten, wur-
den aufgrund ihres xblast-Ergebnisses (NCBI, National Center for Biotechnology Information) 
zusätzlich in die verfügbaren Kategorien eingeteilt. Nicht eindeutig einzuordnende Gene wurden 
der Kategorie „nicht zugeordnet“ hinzugefügt. 
Die Kuchendiagramme von Abbildung 3.31 illustrieren die prozentualen Anteile der funktionellen 
Kategorien (superbins) innerhalb der 90 induzierten (Abbildung 3.31A) bzw. 90 reprimierten 
Gene (Abbildung 3.31B) der Nichtwirt-Interaktion. 13 % der induzierten Gene wurden dem Li-
pidstoffwechsel zugeordnet. Dies war damit die am häufigsten vertretene funktionelle Kategorie. 
Stress-spezifische Gene wurden mit einer Häufigkeit von 12 % gefunden. Neben Sekundär-
stoffwechsel-spezifischen Genen (6 %) und Genen, die potentiell in der Signaltransduktion eine 
Rolle spielen (4 %) waren alle weiteren Kategorien nur mit geringen Prozentsätzen zwischen 1-
3 % vertreten. Im Gegensatz zu den induzierten Genen, war der größte Anteil der reprimierten 
Gene der Kategorie Photosynthese zuzuordnen (17 %). Die Kategorie Protein war mit 10 % 
ebenfalls stark vertreten, alle anderen Kategorien lagen nur zu geringen Prozentsätzen vor. 
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Neben diesen spezifischen Kategorien konnte ein Großteil aller induzierter bzw. reprimierter 
Gene ausschließlich in die Sammelkategorie Sonstiges bzw. die Kategorie „nicht zugeordnet“ 
eingeteilt werden. 
 
 
 
Abbildung 3.31: Prozentuale Verteilung der 90 induzierten (A) bzw. reprimierten (B) Gene der Nichtwirt-Interaktion 
auf funktionelle Gruppen. Mit Hilfe des MapMan Tools für Gerste (Mapman barley, (Sreenivasulu et al., 2008)) 
wurden alle differentiell regulierten Kandidatengene der Nichtwirt-Interaktion funktionellen Kategorien zugeteilt. 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil jeder Kategorie an der Gesamtheit der 90 induzierten (A) bzw. 90 reprimierten 
(B) Kandidatengene. Außerhalb der Diagramme stehende Zahlen entsprechen Prozentangaben der jeweiligen Kate-
gorie, Prozentzahlen ≤ 2 sind nicht angegeben. Die Nummerierung innerhalb des Diagramms ordnet die funktionel-
len Kategorien der Legende zu. 
 
Im Weiteren wurden die dargestellten Ergebnisse in Beziehung zu der Verteilung funktioneller 
Kategorien auf dem Gesamt-Macroarray gesetzt. Auf diese Weise konnte festgestellt werden, 
ob die funktionellen Kategorien innerhalb der regulierten Gene gegenüber dem Gesamt-Array 
über- oder unterrepräsentiert vorlagen (Abbildung 3.32). Hierzu wurde der Prozentsatz der funk-
tionellen Kategorien innerhalb der induzierten bzw. reprimierten Gene durch den Prozentsatz 
der jeweiligen Kategorie des Gesamt-Arrays geteilt. Nach Logarithmierung (log2) konnten über-
repräsentierte Kategorien im positiven Bereich des Diagramms, unterrepräsentierte Kategorien 
dagegen im negativen Bereich dargestellt werden. Kategorien, die bei den regulierten Genen in 
vergleichbarer Zahl wie im Gesamt-Array vertreten waren, erreichten einen Wert von Null.  
Interessanterweise dominierten bei den induzierten Genen der Nichtwirt-Interaktion die Katego-
rien Lipidstoffwechsel und Stress. Bei den reprimierten Genen lagen dagegen Photosynthese 
und Stickstoffstoffwechsel überrepräsentiert vor. Sowohl bei induzierten als auch bei reprimier-
ten Genen war die Kategorie RNA unterrepräsentiert. 
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Abbildung 3.32: Über- bzw. Unterrepräsentation der funktionellen Kategorien aller regulierter Gene der Nichtwirt-
Interaktion gegenüber dem Gesamtarray. Die Über- bzw. Unterrepräsentation funktioneller Kategorien von 90 in-
duzierten (links) bzw. 90 reprimierten (rechts) Genen der Nichtwirt-Interaktion wurde in Relation zum gesamten Ar-
ray berechnet. Als log2 dargestellt ist der Quotient aus dem prozentualen Anteil jeder Kategorie innerhalb induzier-
ter/reprimierter Gene durch den prozentualen Anteil der jeweiligen Kategorie des Gesamtarrays. Werte größer 0 
bedeuten eine Überrepräsentation der betreffenden Kategorie, Werte kleiner 0 eine Unterrepräsentation. 
 
3.4.1.5 Quantitative Analysen mittels Differentialindex 
Um einen Eindruck über die Amplitude der Genregulation in Wirt- und Nichtwirt-Interaktion über 
alle drei Untersuchungszeitpunkte zu gewinnen, wurde im Weiteren mit dem sogenannten Diffe-
rentialindex (DI) gearbeitet. Dieser ist definiert als: 
 
DI = Ʃt (IntNW-IntW) / Ʃt (IntNW+IntW) 
(t = Zeitpunkt nach Inokulation; Int = normalisierte Signalintensität; NW = Nichtwirt; W = Wirt) 
 
Der DI ist ein integratives, normalisiertes Maß für quantitative Unterschiede genspezifischer 
Transkriptakkumulationen zwischen zwei Varianten (Wirt- bzw. Nichtwirt-Interaktion) über alle 
Untersuchungszeitpunkte. Er variiert zwischen 1 und -1, wobei sich bei induzierten Genen ein 
DI von 1 ergibt, wenn eine Transkriptakkumulation ausschließlich in der Nichtwirt-, ein DI von -1 
wenn eine Transkriptakkumulation ausschließlich in der Wirt-Interaktion auftritt. Bei reprimierten 
Genen besagt ein DI von -1 dagegen eine Reprimierung der Transkriptakkumulation aus-
schließlich in der Nichtwirt-Interaktion, ein DI von 1 eine Reprimierung ausschließlich in der 
Wirt-Interaktion. Ein DI von 0 bedeutet vergleichbare Transkriptakkumulationen in Nichtwirt- und 
Wirt-Interaktion. Der DI-Wert trifft also eine Aussage darüber, ob und wie stark ein Gen über 
alle drei Zeitpunkte im Vergleich von Nichtwirt- und Wirt-Interaktion reguliert ist (Amplitude der 
Genregulation). Er wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um quantitative Effekte der mlo-
vermittelten Resistenz auf das Wirt-Transkriptom von Bgh-befallener Gerstenepidermis darzu-
stellen (Zierold et al., 2005). 
In dieser Arbeit wurde für alle in Wirt- bzw. Nichtwirt-Interaktion gegenüber der Kontrolle diffe-
rentiell regulierten Genen (Tabelle 3.4) der DI berechnet. Abbildung 3.33 zeigt die Verteilung 
des DI aller induzierten (Abbildung 3.33A) bzw. reprimierten (Abbildung 3.33B) Gene. Diese 
Darstellung ergab, dass der größte Teil der induzierten Gene einen positiven, der größte Teil 
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der reprimierten Gene jedoch einen negativen DI aufwies. In beiden Fällen kam es demnach 
durch den Befall mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 zu größeren Amplituden der 
Genregulation als durch Befall mit dem Wirt-Isolat TH6772. Es wurden also nicht nur mehr Ge-
ne in der Nichtwirt-Interaktion reguliert, sondern diese darüber hinaus stärker.  
Außerdem fiel auf, dass der DI der untersuchten Gene zum größten Teil im Bereich von -0,2 bis 
0,2 lag. Dies weist auf eine quantitativ relativ schwache Genregulation über alle Zeitpunkte hin. 
Nur ein einziges induziertes und nur wenige reprimierte Gene erreichten einen DI größer 0,33 
bzw. kleiner -0,33, was eine etwa zweifache Induktion bzw. Reprimierung des Gens zu allen 
drei Zeitpunkten bedeutet. 
 
 
 
Abbildung 3.33: Differentialindex aller differentiell regulierten Gene von Wirt- und Nichtwirt-Interaktion. Der Diffe-
rentialindex aller signifikant induzierten (A) bzw. reprimierten (B) Gene von Wirt- und Nichtwirt-Interaktion 
(FDR ≤ 5 %, mindestens zweifach reguliert, s. Tabelle 3.4 oben) ist in abnehmender Reihenfolge aufgetragen. 
 
 
In einem nächsten Schritt wurden die 20 differentiell induzierten bzw. reprimierten Gene der 
Nichtwirt-Interaktion mit den jeweils positivsten bzw. negativsten DI-Werten für die weitere Ana-
lyse ausgewählt. Die log2-transformierten, median-zentrierten Mittelwerte der Signalintensitäten 
dieser Gene wurden in eine hirarchische Clustering-Analyse eingesetzt, die Gene vergleichba-
rer Expressionsmuster in Verwandtschaftsgruppen unterteilt (Abbildung 3.34). Im Vergleich zu 
Kontrolle und Wirt-Interaktion war bei allen 20 ausgewählten induzierten Genen eine Steigerung 
der Signalintensität in der Nichtwirt-Interaktion zu mindestens einem Untersuchungszeitpunkt zu 
erkennen (Abbildung 3.34A). Im Gegensatz dazu ähnelten die Transkriptprofile der 20 repri-
mierten Gene der Nichtwirt-Interaktion denen der Wirt-Interaktion, grenzten sich jedoch deutlich 
von der Kontrolle ab (Abbildung 3.34B). Im Vergleich zur Wirt-Interaktion waren die Transkripte 
der Nichtwirt-Interaktion verstärkt reprimiert. 
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Abbildung 3.34: Hirarchisches Clustering von differentiell regulierten Genen der Nichtwirt-Interaktion mit den jeweils 
20 positivsten bzw. negativsten DI-Werten. Für die hirarchische Clusteranalyse wurden log2-transformierte und 
median-zentrierte Signalintensitäten eingesetzt (euclidian distance, average linkage). (A) 20 induzierte Gene der 
Nichtwirt-Interaktion mit den höchsten DI-Werten, (B) 20 reprimierte Gene der Nichtwirt-Interaktion mit den nied-
rigsten DI-Werten. Die angegebenen Zahlen stellen interne laufende Nummern dar und können in Tabelle 3.5 dem 
entsprechenden „Sequence identifier“ der CREST-Datenbank zugewiesen werden. 
 
 
In Tabelle 3.5 sind alle in Abbildung 3.34 graphisch dargestellten Gene entsprechend ihres DI-
Wertes sortiert aufgelistet und anhand einer xblast-Analyse (NCBI, National Center for Biotech-
nology Information) genauer charakterisiert. Mit Hilfe des Tools „MapMan barley“ (Sreenivasulu 
et al., 2008) wurden die Gene darüber hinaus in funktionelle Kategorien eingeteilt (vgl. Kapitel 
3.4.1.4). Bei den induzierten Genen der Nichtwirt-Interaktion war das häufige Auftreten von Ge-
nen, die für Lipid Transfer Proteine kodieren, sehr auffällig. So waren von 20 Genen in dieser 
Gruppe induzierter Gene potentiell acht Lipid Transfer Protein-kodierende Gene vertreten, die 
nach Vergleich der Sequenzen vermutlich für fünf verschiedene LTPs kodieren (Anhang II, 
Alignments). Zwei dieser LTP-kodierender Gene (sequence identifier CREST-Datenbank IPK 
Gatersleben: HO02B01, HK03J16) weisen große Ähnlichkeit zu einem CW18 (LTP2), drei 
(HVD2H14, HK05F10, HK05P10) zu einem CW21 (LTP4.1) und ein Genfragment (HS02P06) 
zu einem LTP4.3 kodierenden Gen auf. Außerdem ähnelt die Sequenz eines Genfragments 
(HK04C13) einem LTP-Precursor kodierenden Gen. Eines der Kandidatengenfragmente 
(HK04H17) konnte keinem distinkten LTP-kodierenden Gen zugeordnet werden. 
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Tabelle 3.5: Differentiell regulierte Gene der Nichtwirt-Interaktiona 
interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier  Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Funktion 
(MapMan barley) 
DI-
Wert 
 
induzierte Gene der Nichtwirt-Interaktion 
 
9035 HO02B01 nsLTP CW18 [Hordeum vulgare] 3E-44 Lipidstoffwechsel 0.33 
9594 HK03J16 nsLTP CW18 [Hordeum vulgare] 6E-40 Lipidstoffwechsel 0.29 
9443 HO07G08 putatives Cytochrome P450 [Oryza sativa] 1E-16 nicht zugeordnet 0.26 
9424 HA01E16 putativer Tubulin-folding Cofactor A [Oryza sativa] 1E-29 Protein 0.25 
2097 HK05F10 nsLTP CW21 [Hordeum vulgare] 9E-09 Lipidstoffwechsel 0.25 
9953 HT02A21 putative Cysteine Protease [Hordeum vulgare] 1E-03 Protein 0.24 
2 HK06L05 extrazelluläres solute-binding Protein [Jannaschia sp. CCS1] 8E+0 nicht zugeordnet 0.24 
5142 HY06N01 MUS1 Protein [Zea mays] 1E-112 DNA 0,23 
9279 HF01C09 Proteinase Inhibitor [Oryza sativa]  6E-19 Stress 0.23 
10019 HS02P06 LTP [Hordeum vulgare]  2E-37 Lipidstoffwechsel 0.23 
2193 HK05P10 nsLTP CW21 [Hordeum vulgare]n 1E-22 Lipidstoffwechsel 0.22 
6586 HO04D11 SGT1 [Hordeum vulgare] 1E-71 Stress 0.21 
8404 HV01H13 Phosphosulfolactat Synthase-related Protein [Oryza sativa] 2E-42 nicht zugeordnet 0,20 
9634 HO06D03 chloropl. Trockenstress ind. Protein [Arabidopsis thaliana]  2E-21 Stress 0.19 
8217 HO05D24 unbenanntes Protein [Oryza sativa]  9E-67 nicht zugeordnet 0.19 
9347 HT01F03 Ascorbat Peroxidase [Hordeum vulgare] 1E-123 Redox 0,19 
4465 HK04H17 LTP CW21 [Hordeum vulgare] 9E-09 Lipidstoffwechsel 0.18 
5345 HK03J10 keine Homologie zu bekannten Proteinen - nicht zugeordnet 0.18 
2929 HK04C13 PhosphoLTP Precursor [Hordeum vulgare] 7E-39 Lipidstoffwechsel 0.17 
945 HK04C07 putatives Cytochrom P450 [Oryza sativa]  1E-42 nicht zugeordnet 0.17 
10063 HV02H14 nsLTP CW21 [Hordeum vulgare] 3E-37 Lipidstoffwechsel 0,17 
 
reprimierte Gene der Nichtwirt-Interaktion 
 
5982 HK04I03 putatives Membran-Protein [Hordeum vulgare] 3E-8 Stress -0.41 
4753 HK05C24 keine Homologie zu bekannten Proteinen - nicht zugeordnet -0.38 
5233 HK06E02 o-Methyltransferase [Oryza sativa] 4E-23 Sekundärmetabol. -0.36 
1897 HF01L22 Phosphoethanolamin Methyltransferase [Triticum aestivum] 3E-26 Aminosäurestoff. -0.34 
9094 HO05L12 putatives ribosomales Protein S27 [Hordeum vulgare] 6E-25 nicht zugeordnet -0.32 
6014 HK04J03 hypothetisches Protein [Oryza sativa]  3E-88 nicht zugeodnet -0.31 
9730 HX02A08 40S ribosomales Protein S17 [Oryza sativa] 1E-35 Protein -0.31 
1578 HP01O18 Chlorophyll ab-bindendes Protein 48 Precursor [Zea mays] 3E-16 Photosynthese -0.28 
9373 HO04A04 putatives Cytochrome P450 [Oryza sativa] 2E-85 Sonstiges -0.26 
2896 HE01N10 Chlorophyll ab-bindendes Protein [Triticum aestivum] 1E-138 Photosynthese -0.26 
7389 HO12F20 putative Glycine Hydroxymethyltransferase [Oryza sativa] 1E-60 Aminosäurest. -0.25 
1799 HY07K4u keine Homologie zu bekannten Proteinen - nicht zugeordnet -0.24 
6276 HO14D18 MutT/nudix Protein-ähnlich [Oryza sativa] 2E-76 nicht zugeordnet -0.24 
10273 HS01J21 hypothetisches Protein [Deinococcus radiodurans]  8E-08 nicht zugeordnet -0.24 
7555 HO14N05 OSJNBa0050F15.5 [Oryza sativa] 4E+0 nicht zugeordnet -0.23 
9731 HO01P12 Germin-ähnliches Protein [Hordeum vulgare]  9E-57 Stress -0.23 
3168 HG01J16 Glycolatoxidase [Oryza sativa] 2E-58 Photosynthese -0.23 
4192 HG01I24 Chlorophyll ab-bindendes Protein [Triticum aestivum] 6E-83 Photosynthese -0.22 
9178 HO15L04 keine Homologie zu bekannten Proteinen - nicht zugeordnet -0.21 
3344 HE01E12 Chlorophyll ab-bindendes Protein [Oryza sativa] 3E-47 Photosynthese -0.20 
a Dargestellt sind die jeweils 20 differentiell regulierten Gene der Nichtwirt-Interaktion (FDR ≤ 5 %, mind. zweifach regu-
liert) mit den höchsten bzw. niedrigsten DI-Werten. 
n NCBI nblast Ergebnis  
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3.4.1.6 Validierung der Macroarray-Ergebnisse mittels qPCR 
Mit dem Ziel die Verlässlichkeit der Macroarray-Ergebnisse mit einer unabhängigen Methode zu 
überprüfen, wurde exemplarisch die Expression von sechs zu verschiedenen Zeitpunkten diffe-
rentiell induzierten Kandidatengenen der Nichtwirt-Interaktion mittels qPCR analysiert 
(Abbildung 3.35).  
Für die qPCR wurde als Ausgangsmaterial die selbe RNA-Präparation aus Gerstenepidermis 
verwendet, die auch für die Macroarray-Experimente benutzt worden war. Es wurden genspezi-
fische Primer eingesetzt, die in Vorversuchen validiert und deren Amplifikate sequenziert wur-
den. In Abbildung 3.35 ist für jedes untersuchte Gen der Zeitpunkt rot schraffiert markiert, an 
dem das Gen in der Macroarray-Analyse als „gegenüber der Kontrollbehandlung differentiell 
induziert“ detektiert wurde (6 h p.i. Acyl Carrier Protein, Cytochrom P450; 12 h p.i. Ascorbat 
Peroxidase, Malat Dehydrogenase; 24 h p.i. Peroxidase, Methionin Synthase). Die nach Macro-
array-Analysen gefundene Induktion konnte bei allen Genen durch qPCR-Analyse bestätigt 
werden. Der relative Verlauf der Genexpression unterschied sich zwischen Macroarray-
Ergebnis und qPCR geringfügig. Da die dargestellten qPCR-Analysen jedoch nur auf der Aus-
wertung eines biologischen Replikates der Macroarray-Experimente basierten, könnten Abwei-
chungen durch versuchsspezifische Genexpressionsschwankung erklärt werden. Weitere Gene 
wurden mit vergleichbaren Ergebnissen getestet (Daten nicht gezeigt).  
 
Die qPCR bestätigte somit die Ergebnisse der Macroarray-Analysen. Für weitere Kandidaten-
gene wurde daher auf eine explizite Überprüfung mittels qPCR verzichtet. 
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Abbildung 3.35: Validierung der Macroarray-Ergebnisse durch qPCR Analyse. Pflanzen des Gerstenkultivars IngridMlo 
wurden mit Kontrolllösung behandelt bzw. mit Sporensuspensionen der Magnaporthe-Isolate TH6772 der Wirtpflanze 
Reis (Wirt-Isolat) oder CD180 von Pennisetum (Nichtwirt-Isolat) inokuliert (200.000 Sporen/ml). 6, 12 und 24 h p.i. wurde 
die Epidermis geerntet und zur Isolation von gesamtRNA verwendet. Neben dem Einsatz in der Macroarray-Analyse 
wurde die RNA als Ausgangsmaterial für qPCR-Analysen eingesetzt. Hierzu wurden genspezifische Primer für sechs spezi-
fisch in der Nichtwirt-Interaktion induzierte Kandidatengene eingesetzt (siehe Beschriftung der Einzelabbildungen; se-
quence identifier der CREST-Datenbank, xblast-Ergebnis). Links dargestellt sind die gemessenen normierten Signalinten-
sitäten der Macroarray-Analyse. Die Säulen stellen die Mittelwerte der vier biologischen Replikate, die senkrechten 
Linien die Standardabweichungen dar. Rechts dargestellt sind die Ergebnisse der qPCR-Analyse (ein exemplarischer 
Versuch). Die Säulen stellen die relativen Transkriptakkumulationen der untersuchten Gene bezogen auf ein konstitutiv 
exprimiertes Ubiquitin-kodierendes Genfragment (HD01N05) dar, die senkrechten Linien die Standardabweichung von 
zwei technischen Replikaten. Rot schraffierte Säulen markieren die Zeitpunkte, bei denen die Gene in der Macroarray-
Analyse als differentiell exprimiert detektiert wurden. Die qPCR-Analysen wurden in mindestens zwei unabhängigen 
Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen reproduziert (Knorst, Zellerhoff, Schaffrath, nicht publiziert). 
ERGEBNISSE 
 
  113 
3.4.1.7 Expressionsanalyse verschiedener Kandidatengene in Ganzblättern 
Das Expressionsprofil ausgewählter Kandidatengene, die in Gerstenepidermis nach Inokulation 
mit dem Nichtwirt-Isolat zu verschiedenen Zeitpunkten differentiell induziert wurden, wurde in 
einer Kinetik von 0 bis 96 h p.i. in ganzen Blättern getestet. Da der Anteil epidermisspezifischer 
RNA an der RNA von Ganzblättern nur etwa 5 % beträgt (Zierold et al., 2005), könnten Diffe-
renzen in der gemessenen Transkriptakkumulation auf gewebespezifische Unterschiede in der 
Genregulation zwischen Epidermis und Mesophyll hinweisen. 
 
Zunächst wurde die Expression von drei für Lipid Transfer Proteine kodierenden Genen (LTP 
Precursor, CW18 = LTP2, CW21 = LTP4) mittels qPCR in Epidermis bzw. Ganzblättern analy-
siert (Abbildung 3.36).  
 
 
Abbildung 3.36: Analyse des Expressionsprofils LTP-kodierender Gene in Epidermis und Ganzblättern. Gerstenkultivar 
IngridMlo wurde mit Kontrolllösung behandelt bzw. mit Sporensuspensionen der Magnaporthe-Isolate TH6772 der 
Wirtpflanze Reis (Wirt-Isolat) oder CD180 von Pennisetum (Nichtwirt-Isolat) inokuliert (200.000 Sporen/ml), zu den 
angegebenen Zeitpunkten Epidermis (220 Epidermisstrips pro Probe) bzw. Ganzblätter (5 Primärblätter pro Probe) 
geerntet und gesamtRNA isoliert. Die mRNA wurde in cDNA umgeschrieben und für qPCR-Analysen verwendet. Bei 
dem dargestellten Versuch handelt es sich um ein biologisches Replikat der Macroarray-Analyse (Replikat 1). Mit 
genspezifischen Primern für Genfragmente, die für einen Lipid Transfer Protein (LTP) Precursor, das LTP CW18 
(LTP2) sowie das LTP CW21 (LTP4) kodieren, wurden qPCR-Messungen durchgeführt. Die Säulen stellen die relati-
ven Transkriptakkumulationen der untersuchten Gene bezogen auf ein konstitutiv exprimiertes Ubiquitin-
kodierendes Genfragment (HD01N05) dar, die senkrechten Balken die Standardabweichung von zwei technischen 
Replikaten. Rot schraffierte Säulen markieren die Zeitpunkte, bei denen die Gene in der Macroarray-Analyse als dif-
ferentiell exprimiert detektiert wurden. Die qPCR-Analysen wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimen-
ten reproduziert. 
ERGEBNISSE 
 
114 
Die in der Macroarray-Analyse detektierte differentielle Induktion LTP-kodierender Gene zu 
6 h p.i. konnte in epidermalem Gewebe der Nichtwirt-Interaktion (Abbildung 3.36) gegenüber 
der Kontrolle durch qPCR-Analyse bestätigt werden. Im Vergleich zur Wirt-Interaktion waren nur 
LTP Precursor und CW18 kodierende Gene zu diesem Zeitpunkt deutlich induziert. Dagegen 
lag in der Gerstenepidermis die Transkriptakkumulation zu 12 und 24 h p.i. bei allen drei Genen 
über Kontrollen und Wirt-Interaktion. Während der Anteil LTP Precursor spezifischer Transkripte 
über die Zeit langsam abnahm, stieg der Anteil CW18 und CW21 spezifischer Transkripte bis zu 
24 h p.i. an.  
In Ganzblättern konnten über die gesamte analysierte Kinetik starke Schwankungen der 
Transkriptakkumulationen der LTP-kodierenden Gene, sowohl nach Kontrollbehandlung als 
auch nach Inokulation mit beiden Magnaporthe-Isolaten, detektiert werden. Auffällig war zu-
nächst, dass zum Zeitpunkt 6 h p.i. eine Induktion aller LTP-kodierender Gene in der Nichtwirt-
Interaktion im Vergleich zu Kontrolle und Wirt-Interaktion gemessen werden konnte. Die Induk-
tion gegenüber der Kontrolle war im Vergleich zur untersuchten Epidermis mindestens gleich-
stark (LTP Precursor), wenn nicht sogar deutlich gesteigert (CW18, CW21). Des Weiteren stieg 
die Transkriptakkumulation LTP-Precursor spezifischer Transkripte im Gegensatz zur Epidermis 
in Ganzblättern von 6 bis hin zu 48 h p.i. an und war im Vergleich zur Wirt-Interaktion in allen 
Fällen stark induziert. Die Akkumulation CW18 und CW21 spezifischer Transkripte nahm dage-
gen zunächst bis zum Zeitpunkt 24 h p.i. ab, eine genau entgegengesetzte Reaktion zur 
Transkripakkumulation in der Epidermis, und stieg zu 48 h p.i. wieder deutlich an. 72 und 
96 h p.i. kam es bei allen drei Genen zu einer vergleichsweise geringen Transkriptakkumulation 
in der Nichtwirt-Interaktion. 
 
In weiteren qPCR-Analysen wurde die Expression eines für ein Cytochrom P450 (HO07G08) 
sowie für das Enzym Ascorbat Peroxidase (APOX, HT01F03) kodierenden Gens in Epidermis 
und Ganzblättern untersucht (Abbildung 3.37). Als Kontrolle wurde zusätzlich die Transkriptak-
kumulation eines PR Typ1 Protein kodierenden Gens (PR1b) gemessen, dessen Expressions-
profil in Ganzblättern von Wirt- und Nichtwirt-Interaktion bereits mittels Northernanalyse analy-
siert wurde (Zellerhoff, 2004). 
Wie bereits bei der Macroarray-Analyse gezeigt (Abbildung 3.35), akkumulierten Cyto-
chrom P450 spezifische Transkripte in epidermalem Gewebe, welches mit dem Nichtwirt-Isolat 
CD180 inokuliert wurde, verstärkt zu 6 h p.i. In kontrollbehandelter sowie in der mit Wirt-
Pathogen TH6772 inokulierter Epidermis konnten zu diesem Zeitpunkt nur geringere Mengen 
an Cytochrom P450 spezifischen Transkripten nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu er-
gab sich in Ganzblättern neben einer im Vergleich zur Epidermis deutlich reduzierten relativen 
Transkriptakkumulation ein abweichendes Expressionsprofil des untersuchten Gens. So konn-
ten Transkriptakkumulationen bei kontrollbehandelten Pflanzen nur bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. 
sowie bei Pflanzen, die mit Magnaporthe inokuliert wurden, nur jeweils 6, 12 und 24 h p.i. nach-
gewiesen werden. Die stärkste Transkriptakkumulation wurde im Gegensatz zur Epidermis zu 
12 h p.i. in der Wirt-Interaktion detektiert.  
Die Induktion eines für eine APOX kodierenden Gens in der Nichtwirt-Interaktion gegenüber 
kontrollbehandelten Pflanzen zu 12 h p.i. konnte durch Macroarray- sowie qPCR-Analysen in 
Gerstenepidermis nachgewiesen werden (Abbildung 3.35). 24 h p.i. konnte darüber hinaus 
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auch gegenüber der Wirt-Interaktion eine Steigerung der Transkriptakkumulation quantifiziert 
werden. Zu diesen frühen Zeitpunkten wurden bei einer qPCR-Analyse von Ganzblatt-RNA kei-
ne reproduzierbaren signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollbehandlung und Pilz-
Inokulation festgestellt (Abbildung 3.37). Erst zu späteren Zeitpunkten steigerte sich die Ex-
pression des Gens in Pflanzen, die mit dem Nichtwirt-Isolat inokuliert wurden. Sie lag zu 48, 72 
und 96 h p.i. deutlich über der Expression in mit Wirt-Pathogen inokulierten Pflanzen sowie zu 
72 und 96 h p.i. auch über der von kontrollbehandelten Blättern.  
 
 
 
Abbildung 3.37: Analyse des Expressionsprofils verschiedener Gene in Epidermis und Ganzblättern. Gerstenkultivar 
IngridMlo wurde mit Kontrolllösung behandelt bzw. mit Sporensuspensionen der Magnaporthe-Isolate TH6772 
(Wirt-Isolat) oder CD180 (Nichtwirt-Isolat) inokuliert (200.000 Sporen/ml), zu den angegebenen Zeitpunkten Epi-
dermis (220 Epidermisstrips pro Probe) bzw. Ganzblätter (5 Primärblätter pro Probe) geerntet und gesamtRNA iso-
liert. Die mRNA wurde in cDNA umgeschrieben und für qPCR-Analysen verwendet. Bei dem dargestellten Versuch 
handelt es sich um ein biologisches Replikat der Macroarray-Analyse (Replikat 1). Mit genspezifischen Primern für 
Genfragmente, die für ein Cytochrom P450, eine Ascorbat Peroxidase bzw. ein PR Protein Typ1 (PR1b) kodieren, 
wurden qPCR-Messungen durchgeführt. Die Säulen stellen die relativen Transkriptakkumulationen der untersuch-
ten Gene bezogen auf ein konstitutiv exprimiertes Ubiquitin-kodierendes Genfragment (HD01N05) dar, die senk-
rechten Balken die Standardabweichung von zwei technischen Replikaten. Rot schraffierte Säulen markieren die 
Zeitpunkte, bei denen Gene in der Macroarray-Analyse als differentiell exprimiert detektiert wurden. Die qPCR-
Analysen wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten reproduziert. 
 
Die Transkriptakkumulation PR1b-spezifischer Transkripte spiegelte Ergebnisse von Nor-
thern-analysen wieder, die im Rahmen einer Diplomarbeit durchgeführt wurden (Zellerhoff, 
2004). So kam es bei Kontrollpflanzen zu keiner PR1b-spezifischen Transkriptakkumulation, 
während in der Wirt-Interaktion im Verlauf der Messung die Akkumulation stark zunahm. In der 
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Nichtwirt-Interaktion dagegen wurden nur zum Zeitpunkt 24 h p.i. verstärkt Transkripte von 
PR1b gebildet. 
 
3.4.2 Funktionelle Analyse - Virus-induced Gene Silencing 
Nach abgeschlossener Macroarray-Analyse (Kapitel 3.4.1), mit der die Regulation von Genen 
der Gerste nach Inokulation mit verschiedenen Magnaporthe Isolaten analysiert worden war, 
stand im Weiteren die funktionelle Charakterisierung der identifizierten Kandidatengene im Vor-
dergrund der Untersuchungen. Hierbei stellte sich die Frage nach der kausalen Bedeutung der 
zugehörigen Genprodukte für die NWR. Die funktionelle Analyse sollte mit Hilfe der Virus-
induced Gene Silencing (VIGS) Technologie durchgeführt werden. Diese ermöglicht es, die Ex-
pression von beliebigen Genen in planta herunterzuregulieren. Für Gerste wurde VIGS bereits 
unter Verwendung des Streifenmosaikvirus der Gerste (barley stripe mosaic virus, BSMV) in 
verschiedenen Laboratorien etabliert (Holzberg et al., 2002; Bruun-Rasmussen et al., 2007).  
Für die geplanten Experimente sollte zunächst die Methode des VIGS für an der RWTH Aachen 
gegebene Versuchsbedingungen optimiert werden. Anschließend sollte VIGS genutzt werden, 
um gezielt potentiell für die NWR bedeutende Transkripte abzubauen und damit die Bildung der 
zugehörigen Proteine zu unterbinden. Durch die Infektion der betroffenen Blätter mit dem 
Nichtwirt-Isolat CD180 sollte eine makro- bzw. mikroskopische Auswirkung des veränderten 
Proteoms auf die NWR evaluiert werden.  
Da Kultivar Ingrid nahezu vollständig resistent gegen BSMV ist, wurde für alle Untersuchungen 
das gegenüber BSMV relativ anfällige Gerstenkultivar Morex (Genotyp Mlo) verwendet (persön-
liche Kommunikation P. Schweizer). In Vorversuchen wurde sichergestellt, dass sich Pflanzen 
des Kultivars Morex gegenüber einer Infektion mit Magnaporthe-Isolat TH6772 bzw. CD180 
ähnlich verhalten wie Pflanzen der Sorte Ingrid (Daten nicht gezeigt). 
 
3.4.2.1 Silencing des Reportergens Phytoendesaturase 
Ein für die makroskopische Verifizierung von VIGS verwendbares Reportergen kodiert für eine 
Phytoendesaturase (PDS) (Holzberg et al., 2002; Bruun-Rasmussen et al., 2007). Die PDS ist 
ein zentrales Enzym des Carotinoidstoffwechsels, dessen Produkte das pflanzliche Chlorophyll 
vor dem Ausbleichen im Licht schützen (Bartley und Scolnik, 1995). Werden Transkripte des 
Gens für die PDS in der Pflanze abgebaut, kommt es zu einer Störung des Carotinoidstoff-
wechsels und damit zu einem typischen Ausbleichen der betroffenen Blätter im Licht 
(„Photobleaching“). 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Konstrukte der PDS für den Einsatz in 
VIGS verwendet. Zum einen wurde ein 395 bp großes Fragment der PDS aus Gerste einge-
setzt, welches in sense-Orientierung in die γ-Untereinheit des BSMV kloniert wurde (HvPDS_s) 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007), zum anderen ein 357 bp großes Fragment der PDS aus Wei-
zen, welches in antisense-Orientierung kloniert wurde (TaPDS_as, (Nowara, 2008)). 
Primärblätter von fünf Tage alten Pflanzen des Kultivars Morex wurden mit BSMV infiziert. Hier-
bei wurden bei einem Teil der Pflanzen Viren, in die das Fragment HvPDS_s integriert worden 
war, und bei weiteren Pflanzen Viren mit dem Fragment TaPDS_as verwendet. Sieben Tage 
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nach Infektion der Pflanzen traten, beginnend mit den Sekundärblättern, erste BSMV-bedingte 
Krankheitssymptome auf. Diese zeichneten sich durch gelbliche Streifen auf den Sekundär- und 
allen nachfolgenden Blättern aus (Abbildung 3.38B) und unterschieden sich deutlich von der 
dunkelgrünen Färbung der Blätter gesunder Pflanzen (Abbildung 3.38A). Ca. 14 Tage nach 
Infektion wurden charakteristische Symptome des Photobleachings in Form von weißen Strei-
fen auf den Tertiärblättern sichtbar (Abbildung 3.38C,D,E). Das Photobleaching konnte durch 
seine weiße Färbung eindeutig von den hellgelben Virussymptomen unterschieden werden. Bei 
Pflanzen, die mit BSMV-HvPDS_s infiziert wurden, traten nur vereinzelte weiße Streifen vor-
zugsweise im Bereich der Blattspitzen auf (Abbildung 3.38C). Viren, die das Konstrukt 
TaPDS_as enthielten, verursachten hingegen eine in Teilbereichen des Blatts fast vollständige 
Weißfärbung (Abbildung 3.38D). Besonders bei starker Vergrößerung (Abbildung 3.38E) wurde 
deutlich, dass die weißen Streifen immer von grünen Blattbereichen unterbrochen wurden, das 
Silencing also nie das komplette Blatt betraf. Für weitere Untersuchungen bedeutete diese rela-
tiv ungleichmäßige Verteilung des Silencings, dass makro- und mikroskopische Auswertungen 
immer eine größere Anzahl von Blättern umfassen sollten, da es nicht möglich war vorherzusa-
gen, welche Bereiche vom Gene Silencing betroffenen oder nicht betroffen waren. 
 
 
 
Abbildung 3.38: PDS-Silencing verursacht Photobleaching auf Gerstenblättern. Fünf Tage alte Gerstenpflanzen des 
Kultivars Morex wurden mit dem barley stripe mosaic Virus (BSMV) inokuliert. Hierbei wurden zum einen Viren ver-
wendet, in deren γ-Untereinheit ein Genfragment der Phytoendesaturase aus Gerste in sense-Orientierung (BSMV-
HvPDS_s) inseriert und andererseits Viren, in die ein Genfragment der PDS von Weizen in antisense-Orientierung 
(BSMV-TaPDS_as) eingefügt wurde. Sieben Tage nach Infektion der Pflanzen mit BSMV konnten gesunde Pflanzen 
(A) von BSMV-infizierten Pflanzen (B) mit typischen streifenformigen, gelblichen Symptomen auf Sekundär- und Fol-
geblättern unterschieden werden. Nach ca. 14 Tagen zeigten sich die charakteristischen weißen Streifen des Pho-
tobleachings auf Tertiär- und allen nachfolgenden Blättern (C, D). Dargestellt sind jeweils typische Blätter nach Infek-
tion mit dem BSMV-HvPDS_s (C) bzw. dem BSMV-TaPDS_as (D). (E) zeigt in einer Vergrößerung aus (D) die streifen-
förmige Weißfärbung der Blätter entlang der Blattadern, die von grünen Bereichen unterbrochen wird. Der Versuch 
wurde mehrfach mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. (abgewandelt nach Delventhal, 2009) 
 
3.4.2.2 Silencing des Mlo-Lokus 
Nachdem mit Hilfe des Reportergens PDS die Funktionalität des VIGS unter den gegebenen 
Bedingungen verifiziert werden konnte, sollte in einem nächsten Schritt eine Auswirkung auf die 
Interaktion der betroffenen Pflanzen mit verschiedenen Pathogenen untersucht werden. Zielgen 
des Silencings stellte hierbei zunächst der Mlo-Lokus der Gerste dar, der aufgrund seiner ambi-
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valenten Wirkung auf eine Infektion von Gerste mit den Pathogenen Bgh und M. oryzae als Un-
tersuchungsobjekt gut geeignet schien. Während Pflanzen des Genotyps Mlo stark anfällig ge-
gen Bgh und schwach anfällig gegen M. oryzae sind, kehrt sich der Infektionsphänotyp bei Mu-
tation von Mlo um. So sind mlo-Pflanzen vollständig resistent gegen Bgh aber hyperanfällig ge-
gen M. oryzae (Jarosch et al., 1999). Ein Silencing des Mlo-Lokus mittels VIGS sollte demnach 
eine Phänokopie des mlo-Genotyps induzieren und eine Auswirkung auf beide Pathosysteme 
nach sich ziehen. 
Für den Einsatz in VIGS wurde ein 251 bp großes Fragment des Mlo-Lokus (Sequenz s. An-
hang II) in as-Orientierung in die γ-Untereinheit des BSMV eingebracht (BSMV-γMlo_as) und 
die auf diese Weise modifizierten Viren für die Infektion von Gerste Kultivar Morex (Mlo) ver-
wendet. 14 Tage nach Infektion der Pflanzen mit BSMV, zu dem Zeitpunkt, an dem nach Silen-
cing der PDS das Photobleaching beobachtet werden konnte (Kapitel 3.4.2.1), wurde in einer 
qPCR-Analyse die Akkumulation Mlo-spezifischer Transkripte gemessen. Hierzu wurde ein 
Fragment des Mlo-Lokus amplifiziert, das nicht auf dem mittels BSMV eingeführten as-
Konstrukt lag. Durch dieses Vorgehen konnten Verfälschungen der Transkriptakkumulation 
durch Amplifikation Virus-spezifischer Sequenzen ausgeschlossen werden. qPCR-Analysen 
ergaben eine verstärkte Expression Mlo-spezifischer Transkripte in Pflanzen des Kultivars Mo-
rex nach BSMV-Infektion (Daten nicht gezeigt), eine Beobachtung, die mit der Induzierbarkeit 
der Mlo-Expression durch biotischen Stress korreliert (Piffanelli et al., 2002). Die Einführung des 
BSMV-γMlo_as Konstruktes in Gerste führte hingegen zu einer signifikanten Reduktion der Mlo-
Transkriptakkumulation im Vergleich zu BSMV-infizierten Kontrollpflanzen (Delventhal, 2009). 
Aufgrund dieser Ergebnisse kann von einem erfolgreichen Silencing des Mlo-Lokus durch VIGS 
ausgegangen werden.  
Parallel zu den qPCR-Analysen wurden bezüglich Mlo gesilencte Blätter mit den Pathogenen 
Bgh bzw. M. oryzae inokuliert (Abbildung 3.39 und 3.40). Die mikroskopische Auswertung fand 
48 h p.i., die makroskopische Auswertung nach vollständiger Ausbildung der Krankheits-
symptome (ca. 7 Tage nach Inokulation) statt.  
Resistente Gerstenpflanzen des Genotyps mlo waren gegen eine Infektion mit Bgh durch 
100 % effektive Papillen geschützt (Abbildung 3.39) (Jørgensen, 1992). In Bgh-anfälligen Pflan-
zen des Genotyps Mlo dagegen war die Penetrationsresistenz auf ca. 40 % reduziert. Eine In-
fektion von Gerste mit BSMV ohne inseriertes Fremdgen (BSMV-γMCS) führte generell zu einer 
Steigerung der Anfälligkeit der Pflanzen. Neben einer leichten Gelbfärbung der Blätter war 
makroskopisch eine größere Anzahl an Mehltausymptomen zu erkennen. Dies wurde mikro-
skopisch durch einen signifikant zu kontrollbehandelten Blättern reduzierten Anteil an Papillen 
(etwa 20 %) sichtbar. Im Gegensatz dazu führte eine Infektion der Pflanzen mit Virus, der das 
γMlo_as Konstrukt trug, zu einer makroskopisch gesteigerten Resistenz der Pflanzen gegen 
Bgh. Auf mikroskopischer Ebene korrelierte dies mit einem signifikant erhöhten Anteil an effek-
tiven Papillen.  
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Abbildung 3.39: Makroskopische und mikroskopische Analyse Bgh-infizierter Gerste nach Silencing des Mlo-Lokus. 
Fünf Tage alte Gerstenpflanzen wurden mit Kontrolllösung (FES-Puffer) behandelt bzw. mit BSMV infiziert. Nach ca. 
14 Tagen wurden abgeschnittene Segmente von Tertiärblättern auf Agarplatten ausgelegt und mit Sporen von Bgh 
inokuliert. 48 h p.i. wurden Tertiärblätter in Entfärbelösung gegeben, nach vollständiger Entfärbung mit Tin-
te/Essigsäurelösung gefärbt und mikroskopiert. Ausgewertet wurden ca. 100 Pilz/Pflanze-Interaktionsstellen pro 
Blatt und vier Blätter pro Kombination, wobei zwischen den zellulären Interaktionstypen Papille bzw. elongierte 
Hyphen mit Haustorienbildung unterschieden wurde. Dargestellt sind die Häufigkeiten der detektierten effektiven 
Papillen als Maß für die Resistenz der untersuchten Pflanzen. Säulen stellen die Mittelwerte, senkrechte Linien die 
Standardfehler dar. Die Statistik erfolgte mit Hilfe einer ANOVA (95 % Vertrauensbereich), verschiedene Buchsta-
ben ordnen die Ergebnisse unterschiedlichen Signifikanzklassen zu. Der Versuch wurde mindestens dreimal mit 
vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. Kontrolle = keine Inokulation mit BSMV, Mlo = Kultivar Morex (Genotyp 
Mlo), mlo = Kultivar Grannenlose Zweizeilige (Genotyp mlo-11), BSMV = Infektion mit Virus, Mlo/γMCS = Kultivar 
Morex, Infektion mit BSMV ohne inseriertes Fremdgen (MCS = multiple cloning site), Mlo/γMlo_as = Kultivar Mo-
rex, Infektion mit BSMV mit in as-Orientierung inseriertem Mlo-Konstrukt. Rechts ist das mikroskopische Bild einer 
Konidiospore (Ko) von Bgh zu sehen, an deren sekundärem Keimschlauch ein Appressorium (App) gebildet wurde. 
Unter dem App befindet sich eine Papille (Pap). (abgewandelt nach Delventhal, 2009)  
 
Im Gegensatz zu der Interaktion mit Bgh wurde die Papillenresistenz von Gerste gegenüber M. 
oryzae bei einer Mutation des Mlo-Lokus um etwa 20 % gesenkt, was mit einer makroskopisch 
erhöhten Anfälligkeit der Pflanzen korrelierte (Abbildung 3.40). Eine Infektion von Gerste mit 
BSMV-Mlo_as führte ebenfalls im Vergleich zu Pflanzen, die mit nicht-modifiziertem BSMV infi-
ziert wurden (BSMV-γMCS), zu einer Reduktion der Papillenresistenz um 20 %. Es konnte 
demnach durch das Herunterregulieren der Mlo-Transkripakkumulation mittels VIGS eine phä-
notypische Kopie des mlo-Genotyps hergestellt werden. Da eine Schädigung der Blätter durch 
das Virus die visuelle Auswertung der durch Magnaporthe hervorgerufenen Krankheitssympto-
me erschwerte, konnte makroskopisch eine Auswirkung auf die Krankheitssymptome nur ten-
dentiell beobachtet werden (Abbildung 3.40). 
Zusammenfassend wurde durch ein Silencing des Mlo-Lokus mit Hilfe der VIGS Technologie 
ein signifikanter Effekt auf die Penetrationsresistenz der Gerste gegenüber Bgh und M. oryzae 
erzielt. 
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Abbildung 3.40: Makroskopische und mikroskopische Analyse M. oryzae-infizierter Gerste nach Silencing des Mlo-
Lokus. Fünf Tage alte Gerstenpflanzen wurden kontrollbehandelt bzw. mit BSMV inokuliert. Nach ca. 14 Tagen 
wurden Quartärblätter auf Agarplatten mit Kinetinzusatz ausgelegt und mit Sporen von M. oryzae inokuliert 
(200.000 Sporen/ml). 48 h p.i. wurden die Blätter in Entfärbelösung geerntet und nach vollständiger Entfärbung 
mikroskopiert. Ausgewertet wurden ca. 100 Pilz/Pflanze-Interaktionsstellen pro Blatt und vier Blätter pro Kombina-
tion. Der Versuch wurde analog zu Kapitel 3.2.1.4 ausgewertet, in der Abbildung wurden jedoch vereinfachend nur 
die detektierten Papillen als Maß für die Resistenz der Pflanzen aufgetragen. Säulen stellen die Mittelwerte, senk-
rechte Linien die Standardfehler dar. Die Statistik erfolgte mit Hilfe einer ANOVA (95 % Vertrauensbereich), ver-
schiedene Buchstaben bedeuten unterschiedliche Signifikanzklassen. Kontrolle = keine Inokulation mit BSMV, Mlo = 
Kultivar Morex (Genotyp Mlo), mlo = Kultivar Grannenlose Zweizeilige (Genotyp mlo-11), BSMV = Infektion mit Vi-
rus, Mlo/γMCS = Kultivar Morex, Infektion mit BSMV ohne inseriertes Fremdgen (MCS = multiple cloning site), 
Mlo/γMlo_as = Kultivar Morex, Infektion mit BSMV mit in as-Orientierung inseriertem Mlo-Konstrukt. Rechts dar-
gestellt ist eine Konidiospore (Ko) von M. oryzae, an deren Keimschlauch (Ks) ein Appressorium (App) gebildet wur-
de. Unter dem Appressorium befindet sich eine Papille (Pap). (abgewandelt nach Delventhal, 2009) 
  
3.4.2.3 Silencing von Kandidatengenen der Macroarray-Analyse 
 
Lipid Transfer Proteine 
Nach statistischer Auswertung der Macroarray-Analyse (s. Kapitel 3.4.1.3 und 3.4.1.5) stellte 
sich heraus, dass unter den signifikant induzierten Genen der Nichtwirt-Interaktion viele LTP-
kodierende Gene vertreten waren. So wiesen acht der 20 Kandidaten mit dem höchsten DI 
(Tabelle 3.5) große Homologie zu LTP-kodierenden Genen auf. Insgesamt konnten die Se-
quenzen mindestens fünf verschiedenen LTP-kodierenden Genen zugeordnet werden (An-
hang II, Alignment).  
LTPs werden in Pflanzen durch Multigenfamilien kodiert, eine mögliche redundante oder auch 
jeweils spezifische Funktion der verschiedenen LTPs ist bisher nicht bekannt, jedoch auch nicht 
auszuschließen (Sun et al., 2008). In einem ersten Ansatz sollten daher mittels VIGS möglichst 
alle LTP-spezifischen Transkripte herunterreguliert werden und eine mögliche Auswirkung der 
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fehlenden oder in ihrer Menge reduzierten Proteine auf die NWR von Gerste gegenüber 
Magnaporthe Isolat CD180 überprüft werden. Hierzu wurde ein 328 bp großes Fragment (Se-
quenz s. Anhang II), welches einen bei allen LTPs konservierten Sequenzbereich beinhaltet, in 
antisense-Orientierung in die γ-Untereinheit des Virus eingebracht (BSMV-γLTP_as). Pflanzen 
des Kultivars Morex wurden anschließend mit dem modifizierten Virus infiziert und nach 14 Ta-
gen die Tertiärblätter geerntet. Blattfragmente von fünf Tertiärblättern wurden in eine qPCR-
Analyse eingesetzt um die Effektivität des Gene Silencings mittels genspezifischer Primer zu 
untersuchen. Es wurde zunächst die Transkriptakkumulation von drei möglichen LTP-
kodierenden Genen überprüft (LTP Precursor, CW18 = LTP2, CW21 = LTP4, Tabelle 2.1). Die 
restlichen Blattsegmente wurden in einem Blattsegmentassay mit Magnaporthe Isolat CD180 
inokuliert (200.000 Sporen/ml) und 96 h p.i. für die mikroskopische Auswertung entfärbt. Um ein 
eventuell verstärktes Wachstum des Nichtwirt-Isolates CD180 detektieren zu können, wurden 
die Proben mit Anilinblau gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch betrachtet (vgl. Kapitel 3.2.1.3).  
Die qPCR-Analysen zeigten, dass nach Infektion von Gerste mit nicht-modifizierten BSMV die 
Akkumulation LTP-spezifischer Transkripte reduziert wurde (Daten nicht gezeigt). Der Promotor 
LTP-kodierender Gene scheint demnach Pathogen-responsiv zu reagieren. Pflanzen, die mit 
dem modifizierten Virus (BSMV-γLTP_as) infiziert wurden, wiesen eine zu BSMV-γMCS infizier-
ten Pflanzen vergleichbare LTP-Transkriptakkumulation auf (Daten nicht gezeigt). Demnach 
konnte kein Silencing der untersuchten LTP-kodierenden Gene erreicht werden. Die parallel 
durchgeführte mikroskopische Analyse Anilinblau-gefärbter, Magnaporthe-inokulierter Tertiär-
blätter ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen kontrollbehandelten Pflanzen und 
Pflanzen, die mit BSMV-γMCS bzw. mit BSMV-γLTP_as infiziert wurden (Daten nicht gezeigt). 
Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass sich das verwendete LTP-Konstrukt nicht für das Silen-
cing der untersuchten LTP-kodierenden Gene eignet.  
In nachfolgenden Arbeiten sollen LTP-Konstrukte unterschiedlicher Länge hergestellt werden. 
Mittels qPCR kann dann getestet werden, inwieweit bei einem Einsatz in VIGS die Konstrukte 
die Transkriptakkumulation LTP-kodierender Gene herunterregulieren. Erst wenn ein Gene Si-
lencing mittels qPCR gezeigt wurde, sollten mikroskopische Analysen folgen und letztlich eine 
Auswirkung des LTP-Gene Silencings auf die NWR Gerste/Magnaporthe analysiert werden. 
 
Ascorbat Peroxidase 
Analog zur Analyse der LTP-kodierenden Gene wurde zur Untersuchung eines Kandidaten-
gens, welches für eine Ascorbat Peroxidase kodiert (Tabelle 3.5), ein 210 bp großes Genfrag-
ment (Sequenz s. Anhang II) in die γ-Untereinheit des BSMV kloniert (BSMV-γAPOX_as). 
Pflanzen des Kultivars Morex wurden anschließend mit dem modifizierten Virus infiziert und 
nach 14 Tagen die Tertiärblätter geerntet. Blattfragmente von fünf Tertiärblättern wurden in eine 
qPCR-Analyse eingesetzt. Die Effektivität des Gene Silencings wurde mittels genspezifischer 
Primer für die APOX verifiziert (Tabelle 2.1). Hierzu wurden zunächst Primer verwendet, die an 
Sequenzen auf dem γAPOX_as-Konstrukt binden konnten (APOX1). Mit Hilfe dieser Primer war 
es möglich, die Anreicherung von Virus, der das γAPOX_as-Konstrukt trägt, innerhalb der 
Pflanzen zu detektieren. Des Weiteren wurden Primer eingesetzt, die eine Sequenz des APOX-
kodierenden Gens außerhalb der Sequenz des γAPOX_as-Konstrukts amplifizieren (APOX2). 
Mit diesen Primern konnte die Transkriptakkumulation APOX-kodierender Gene der Pflanze 
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überprüft werden. Die restlichen Blattteile der Tertiärblätter wurden mit Magnaporthe Isolat 
CD180 inokuliert (200.000 Sporen/ml) und 96 h p.i. für die mikroskopische Auswertung geern-
tet. Die Blätter wurden mit Anilinblau gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch betrachtet (vgl. Ka-
pitel 3.2.1.3).  
 
 
 
Abbildung 3.41: Mikroskopische und Transkriptions-
Analyse von Gerste nach Silencing der APOX mittels 
VIGS. Fünf Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte Morex 
wurden kontrollbehandelt bzw. mit BSMV inokuliert 
(BSMV-γMCS = Virus mit multiple cloning site ohne 
integriertes Fremdgen, BSMV-γAPOX_as = Virus mit 
integriertem Fragment der Ascorbat Peroxidase) . 
Nach ca. 14 Tagen wurden Tertiärblätter geerntet. Ein 
Teil der Blätter wurde in die qPCR-Analyse eingesetzt, 
ein Teil auf Agarplatten ausgelegt und mit Magna-
porthe Isolat CD180 der Wirtpflanze Pennisetum ino-
kuliert (200.000 Sporen/ml).  
Mikroskopie: 96 h p.i. wurden die Magnaporthe-
inokulierten Blätter entfärbt, anschließend mit Anilin-
blau über Nacht gefärbt und sofort ausgewertet. Hier-
bei wurden jeweils fünf Blätter pro Kombination und 
pro Blatt etwa 100 Interaktionsstellen ausgezählt. Es 
wurde zwischen den Interaktionstypen keine Fluores-
zenz unter dem Appressorium (App), Fluoreszenz un-
ter dem App und Fluoreszenz der Epidermis unter-
schieden. Säulen stellen die Mittelwerte, senkrechte 
Linien die Standardfehler der prozentualen Häufigkei-
ten mit denen die Interaktionstypen in die verschie-
denen Kategorien eingeordnet wurden, dar. Die statis-
tische Auswertung erfolgte mit einer ANOVA (95 % 
Vertrauensbereich). Buchstaben teilen die Daten in 
Signifikanzbereiche ein.  
qPCR: Die qPCR-Analyse erfolgte unter Verwendung 
von zwei verschiedenen Primerpaaren. Mit Primer-
paar APOX1 wurde ein Fragment des APOX-
kodierenden Gens amplifiziert, das auf dem 
γAPOX_as-Konstrukt enthalten ist. Primerpaar APOX2 
dagegen war spezifisch für einen APOX-Genabschnitt, 
der nicht auf dem γAPOX_as-Konstrukt liegt. Darge-
stellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von zwei technischen Replikaten. Zur Norma-
lisierung wurde ein Genfragment für Ubiquitin ver-
wendet. 
 
 
Die qPCR-Analysen ergaben unter Verwendung von Primerpaar APOX1, dass in Pflanzen, die 
mit BSMV-γAPOX_as infiziert wurden, eine deutliche Anreicherung von BSMV mit inseriertem 
Fremdgen stattgefunden hatte (Abbildung 3.41, Mitte). Das erfolgreiche Gene Silencing des 
APOX-kodierenden Gens konnte mit dem Primerpaar APOX2 detektiert werden (Abbildung 
3.41, unten). Im Gegensatz zu kontrollbehandelten Pflanzen und Pflanzen, die mit BSMV ohne 
inseriertes Fremgen (BSMV-γMCS) infiziert wurden, konnten in BSMV-γAPOX_as infizierten 
Pflanzen signifikant geringere Mengen APOX-spezifischer Transkripte nachgewiesen werden. 
Mittels mikroskopischer Analysen (Abbildung 3.41, oben) konnte in Magnaporthe-infizierten 
Gerstenblättern, in denen die Transkriptakkumulation APOX-spezifischer Transkripte herunter-
reguliert wurde, eine tendentiell verstärkte Fluoreszenz unter Appressorien und ein signifikant 
erhöhter Anteil an Fluoreszenz in Epidermiszellen detektiert werden. 
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3.5 Einfluss der Gene Rom1 und Rac1 auf die Interaktion Gerste / 
Magnaporthe 
 
3.5.1 Analyse von rom1-Pflanzen 
In einem Suppressorscreen wurden gegen den Echten Gerstenmehltau Bgh hyperanfällige 
Pflanzen des Genotyps Mla12 rar1-2 mit dem Ziel mutagenisiert, Gene zu identifizieren, deren 
Mutation die Mla12-vermittelte Resistenz gegen Mehltau im rar1-2 Hintergrund wiederherstellt. 
Resultierend wurden Pflanzen mit einer Mutation im Gen rom1 (restoration of Mla12-specified 
resistance) entdeckt, die in einem rar1-2 Hintergrund gegen Bgh resistent sind (Freialdenhoven 
et al., 2005). rom1 wird monogenetisch rezessiv vererbt, das Genprodukt konnte jedoch bisher 
nicht identifiziert werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von rom1 auf die Wirt-Interaktion zwischen Gerste 
und dem M. oryzae Isolat TH6772 sowie die Nichtwirt-Interaktion Gerste/Isolat CD180 unter-
sucht. Hierzu wurden makroskopische, mikroskopische sowie molekulargenetische Analysen 
durchgeführt, die bereits veröffentlicht wurden (Zellerhoff et al., 2008). 
 
3.5.1.1 Makroskopische Untersuchungen 
Gerstenpflanzen des Kultivars Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1), die Einzelmutante des Genotyps 
rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) sowie die Doppelmutante rom1 (Mla12 rar1-2 rom1) wurden mit 
Sporen des M. oryzae Wirt-Isolates der Gerste TH6772 von der Wirtpflanze Reis bzw. des 
Nichtwirt-Isolates der Gerste von der Wirtpflanze Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml).  
 
 
 
Abbildung 3.42: Makroskopische Infektionsphänotypen nach Inokulation von Gerste mit M. oryzae. Gerstenpflanzen 
des Kultivars Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1) und die Mutanten rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) und rom1 (Mla12 rar1-2 
rom1) wurden mit Sporen des M. oryzae Isolates TH6772 inokuliert (200.000 Sporen/ml) und die Infektion auf den 
Primärblättern nach sieben Tagen dokumentiert. Ausschnittsvergrößerungen am oberen Rand der Ganzblattauf-
nahmen zeigen typische Einzelsymptome und verdeutlichen Unterschiede in Größe und Aussehen. 
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Sieben Tage nach Inokulation wurde der Infektionsphänotyp ausgewertet und sowohl qualitativ 
(Makroskopie der Wirt-Interaktion, Abbildung 3.42) als auch quantitativ (auszählen und vermes-
sen der Krankheitssymptome der Wirt-Interaktion, Abbildung 3.43) ausgewertet. 
Wie Abbildung 3.42 zeigt, konnte M. oryzae Isolat TH6772 auf allen untersuchten Genotypen 
Krankheitssymptome verursachen, die sich allerdings in Anzahl und Größe erheblich voneinan-
der unterschieden (Abbildung 3.43). Mit ca. 70 Krankheitssymptomen pro Blatt konnte auf der 
Doppelmutante rom1 im Vergleich zu Sultan5 mit etwa 25 Symptomen pro Blatt signifikant mehr 
Krankheitssymptome gezählt werden, während rar1-2 mit ca. 50 Symtomen zwischen den bei-
den anderen Genotypen lag. Interessanterweise war der starke Anstieg der Symptomanzahl bei 
rom1 mit einer drastischen Reduktion des Symptomdurchmessers assoziiert. Während rom1-
Pflanzen nur einen durchschnittlichen Symptomdurchmesser von ca. 0,4 mm aufwiesen, konnte 
bei Pflanzen des Kultivars Sultan5 mit ca. 0,6 mm und bei rar1-2-Pflanzen mit sogar 1,2 mm ein 
signifikant größerer Durchmesser detektiert werden. 
 
Abbildung 3.43: Bestimmung von Symptomanzahl und Durchmesser M. oryzae-infizierter Gerste. Gerstenpflanzen 
des Kultivars Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1) und die Mutanten rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) sowie rom1 (Mla12 rar1-2 
rom1) wurden mit Sporen des M. oryzae Isolates TH6772 der Wirtpflanze Reis inokuliert (200.000 Sporen/ml) und 
sieben Tage nach Inokulation Anzahl und Durchmesser der Krankheitssymptome bestimmt. Säulen zeigen die Mit-
telwerte aus jeweils 5 Blättern pro Genotyp, senkrechte Linien den Standardfehler an. Symptomzahl und Durch-
messer wurden separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrauensbereich). Buchstaben über den 
Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Eine Inokulation mit dem Nichtwirt-Isolat CD180 führt zu keinerlei sichtbaren Krankheitssym-
ptomen auf allen Genotypen (Daten nicht gezeigt). Teilweise wurden an den Blattspitzen der 
rom1-Pflanzen braune Flecken beobachtet. Diese konnten jedoch eindeutig von typischen 
Magnaporthe-Symptomen unterschieden werden. 
 
3.5.1.2 Histologische Untersuchungen 
Eine umfangreiche histologische Untersuchung der Wirt-Interaktion wurde unter Verwendung 
verschiedener Färbetechniken (vgl. Kapitel 3.2.1) durchgeführt (Abbildung 3.44). Hierbei wur-
den die Anilinblau-Färbung zur Detektion von Callose, die DAB-Färbung zur Detektion von 
Wasserstoffperoxid und die Trypanblaufärbung zur Detektion von totem Gewebe eingesetzt. Bei 
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allen Färbungen wurde analog zu Kapitel 3.2.1.1 zwischen fünf Interaktionstypen unterschie-
den: keine Färbung unter dem pilzlichen Appressorium, lokale Färbung unter dem Appressori-
um, Färbung der Epidermiszelle, Färbung der Mesophyllzellen (runde Zellen), Färbung kolla-
bierter Mesophyllzellen. Während Anilinblau- und DAB-Färbung jeweils zu 48 h p.i. ausgewertet 
wurden, wurde die Trypanblau-Färbung erst nach 96 h p.i. mikroskopisch evaluiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.44: Mikroskopische Analyse M. oryzae-
infizierter Gerste nach Anilinblau- (A), DAB- (B) bzw. 
Trypanblau- (C) Färbung. Gerstenpflanzen des Kultivars 
Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1), die Mutante rar1-2 (Mla12 
rar1-2 Rom1) und die Doppelmutante rom1 (Mla12 rar1-
2 rom1) wurden mit Sporen des M. oryzae Isolates 
TH6772 von Reis inokuliert (200.000 Sporen/ml) und 
nach 48 h p.i. eine Anilinblau- (A) bzw. DAB- (B) Färbung 
sowie nach 96 h p.i. eine Trypanblau-Färbung durchge-
führt. Jeweils vier Primärblätter wurden zur fluores-
zenzmikroskopischen Analyse herangezogen und etwa 
100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet. Analog zu 
Kapitel 3.2.1.4 wurde zwischen fünf Interaktionstypen 
unterschieden. Die Säulen stellen die Mittelwerte der 
prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interaktionsstel-
len in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, 
dar; die senkrechten Linien geben den Standardfehler 
an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat 
statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Vertrau-
ensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die 
Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit 
vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
Bei allen drei Färbemethoden konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Pflanzen des Kul-
tivars Sultan5 und bzw. der Mutante rar1-2 festgestellt werden. Die Doppelmutante rom1 unter-
schied sich jedoch bei allen Färbungen signifikant von den anderen Genotypen. So konnte bei 
der Anilinblau-Färbung eine Reduktion des Anteils an Interaktionsstellen ohne Färbung im Ver-
gleich zu Sultan5- und rar1-2-Pflanzen detektiert werden. Außerdem war eine nur in rom1-
Pflanzen detektierbare Färbung des Mesophylls unterhalb befallener Epidermiszellen (ca. 10 %) 
sehr auffällig. Die Mesophyllzellen behielten hierbei ihre runde Form und es war kein Hyphen-
wachstum des Pilzes zu erkennen. Auch nach DAB-Färbung konnte in rom1-Pflanzen im Ver-
ERGEBNISSE 
 
126 
gleich zu Sultan5 und rar1-2-Pflanzen eine signifikante Steigerung des Anteils an gefärbtem 
Gewebe detektiert werden. Dies betraf die lokale Färbung unterhalb von Appressorien sowie 
die Färbung ganzer Epidermiszellen. 96 h p.i. wurde schließlich sowohl in Trypanblau-gefärbten 
rar1-2 als auch rom1-Pflanzen eine Reduktion des Anteils an ungefärbten Interaktionsstellen 
beobachtet. Nur in rom1-Pflanzen konnte eine signifikante Reduktion des Anteils an gefärbten 
Mesophyllzellen, die ihre runde Form behielten und vor allem eine Steigerung des Anteils an 
kollabierten Mesophyllzellen, detektiert werden.  
In Abbildung 3.45 sind charakteristische, Trypanblau-gefärbte Interaktionsstellen von Pflanzen 
aller drei Genotypen zu 96 h p.i. abgebildet. Zu diesem Zeitpunkt waren bei rom1-Pflanzen 
makroskopisch bereits Symptome zu erkennen, bei Pflanzen des Kultivars Sultan5 und der 
Mutante rar1-2 hingegen nicht. In Gerstenpflanzen des Kultivars Sultan5 und Pflanzen des Ge-
notyps rar1-2 wiesen viele runde Mesophyllzellen im Bereich um die Interaktionsstelle eine 
blaue Färbung auf. Während jedoch bei Pflanzen des Kultivars Sultan5 keine und bei rar1-2-
Pflanzen nur wenige Mesophyllzellen kollabiert waren (siehe Pfeile), waren bei den rom1 Dop-
pelmutanten nahezu alle die Infektionsstelle umgebenden Mesophyllzellen kollabiert und blau 
angefärbt. 
 
 
 
Abbildung 3.45: Mikroskopische Bilder M. oryzae-infizierter Gerste nach Trypanblau-Färbung. Gerstenpflanzen des 
Kultivars Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1) (A), die Mutante rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) (B) und die Doppelmutante rom1 
(Mla12 rar1-2 rom1) (C) wurden mit Sporen des M. oryzae Isolates TH6772 von Reis inokuliert (200.000 Sporen/ml) 
und nach 96 h p.i. mit Trypanblau gefärbt. Die Abbildung zeigt typische mikroskopische Bilder von Stellen, an denen 
sich möglicherweise Krankheitssymptome ausbilden könnten. Zu diesem Zeitpunkt waren nur bei Pflanzen des Ge-
notyps rom1 makroskopisch Symtome sichtbar. Pfeile zeigen Stellen mit kollabierten Mesophyllzellen an. 
 
In weiteren mikroskopischen Studien wurde die Akkumulation phenolischer Komponenten in 
Wirt- und Nichtwirt-Interaktion fluoreszenzmikroskopisch verglichen. Hierzu wurden Pflanzen 
des Gerstenkultivars Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1), der Mutante rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) und 
der Doppelmutante rom1 (Mla12 rar1-2 rom1) mit M. oryzae Isolat TH6772 der Wirtpflanze Reis 
bzw. Magnaporthe Isolat CD180 von Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml) und nach 96 
h p.i. ausgewertet (Abbildung 3.46). Nach Inokulation mit dem Wirt-Pathogen (Abbildung 3.46A) 
wurden in rar1-2-Pflanzen ca. 45 % Papillen detektiert. Diese leichte Steigerung der Penetrati-
onsresistenz im Vergleich zu Kultivar Sultan5 (30 %) bestätigte Untersuchungen von Jarosch et 
al. (2005). In rom1-Pflanzen war der Prozentsatz an Papillen dagegen im Vergleich zu Pflanzen 
des Kultivars Sultan5 leicht reduziert (20 %). Während sich im Weiteren Pflanzen des Kultivars 
Sultan5 und der Mutante rar1-2 nur im Anteil des Interaktionstyps Mesophyll-HR unterschieden, 
der in rar1-2-Pflanzen reduziert war, konnte in rom1-Pflanzen eine signifikante Reduktion der 
Epidermis-HR von ca. 20 auf 10 % und insbesondere eine deutliche Steigerung des Anteils an 
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HR-ähnlichem Zelltod im Mesophyll von 20 auf 50 % detektiert werden. Diese signifikante Stei-
gerung korrelierte mit den bereits sichtbaren Krankheitssymptomen zu 96 h p.i. 
In der Nichtwirt-Interaktion dominierte bei Pflanzen aller drei Genotypen der Anteil an Papillen 
mit ca. 80 % (Abbildung 3.46B). Signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Genoty-
pen konnten nur in Form einer Reduktion der Epidermis-HR von 20 % in Sultan5-Pflanzen auf 
ca. 8 % in rar1-2- und rom1-Pflanzen detektiert werden. 
 
 
 
 
Abbildung 3.46: Fluoreszenzmikroskopische Analyse Magnaporthe-infizierter Gerstenpflanzen. Gerstenpflanzen des 
Kultivars Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1), der Mutante rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) und der Doppelmutante rom1 
(Mla12 rar1-2 rom1) wurden mit Sporen des M. oryzae Isolates TH6772 von Reis (A) bzw. des Magnaporthe Isolates 
CD180 von Pennisetum (B) inokuliert (200.000 Sporen/ml). 96 h p.i. wurden jeweils 4 Blätter geerntet und pro Blatt 
ca. 100 Interaktionsstellen fluoreszenzmikroskopisch beurteilt. Analog zu Kapitel 3.2.1.4 wurde zwischen vier Inter-
aktionstypen unterschieden. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen Interak-
tionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Standardfeh-
ler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % Ver-
trauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde mit 
vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
 
3.5.1.3 Northernanalysen 
Verschiedene Studien zeigten, dass PR1b-spezifische Trankripte in Gerste sowohl nach Inoku-
lation mit kompatiblen als auch mit inkompatiblen Rassen von Bgh akkumulieren (Bryngelsson 
et al., 1994; Halterman et al., 2003). Bei der Interaktion von Gerste mit M. oryzae konnte die 
Akkumulation von PR1b-spezifischen Trankripten als molekularer Marker für den Befall mit M. 
oryzae benutzt werden (Jarosch et al., 2003), dabei korrelierte eine gesteigerte PR1b-
Akkumulation mit verstärkter Krankheitssymptomatik.  
In der vorliegenden Arbeit wurden Gerstenkultivar Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1), die Einfachmut-
ante rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) und die Doppelmutante rom1 (Mla12 rar1-2 rom1) mit Sporen 
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des M. oryzae Isolats TH6772 bzw. des Magnaporthe Isolats CD180 inokuliert (200.000 Spo-
ren/ml) und in einer Kinetik die Akkumulation PR1b-spezifischer Transkripte detektiert 
(Abbildung 3.47). In nicht-inokulierten Kontrollpflanzen des Kultivars Sultan5 konnte keine 
PR1b-spezifische Transkriptakkumulation und in nicht-inokulierten Pflanzen des Genotyps rar1-
2 nur eine sehr schwache Akkumulation zu 96 h p.i. detektiert werden. Bei den nicht-
inokulierten rom1-Kontrollpflanzen dagegen wurde ab 48 h p.i. eine mit zunehmenden Pflan-
zenalter gesteigerte Transkriptakkumulation beobachtet. Mit dem Wirt-Pathogen inokulierte Sul-
tan5-Pflanzen wiesen makroskopisch nur wenige Krankheitssymptome, rar1-2-Pflanzen mehr 
und deutlich größere Symptome und rom1-Pflanzen die meisten aber signifikant kleinere Sym-
ptome auf (Abbildung 3.43). In Korrelation zu diesen makroskopischen Ergebnissen war in nur 
schwach anfälligen Sultan5-Pflanzen keine, und in stark anfälligen rar1-2- und rom1-Pflanzen 
eine ab 48 h p.i. auftretende Akkumulation PR1b-spezifischer Transkripte detektierbar. Wäh-
rend in rar1-2-Pflanzen die Transkripakkumulation bei 48 h p.i. noch relativ schwach ausgeprägt 
war und sich bei 72 und 96 h p.i. steigerte, akkumulierten in rom1-Pflanzen bei 48 h p.i. genau-
so viele PR1b-spezifische Transkripte wie bei 72 und 96 h p.i. In resistenten Pflanzen der 
Nichtwirt-Interaktion konnte nur bei rom1-Pflanzen eine Transkriptakkumulation PR1b-
spezifischer Transkripte detektiert werden. Diese war qualitativ und quantitativ vergleichbar mit 
der Akkumulation in der Wirt-Interaktion. 
 
 
 
Abbildung 3.47: Akkumulation von PR1b-spezifischen Transkripten in Gerste. Primärblätter von Pflanzen des Kultivars 
Sultan5 (Mla12 Rar1 Rom1) sowie der Mutanten rar1-2 (Mla12 rar1-2 Rom1) und rom1 (Mla12 rar1-2 rom1) wur-
den mit Sporen des M. oryzae Isolates TH6772 der Wirtpflanze Reis bzw. des Magnaporthe-Isolates CD180 von 
Pennisetum inokuliert (200.000 Sporen/ml). Kontrollpflanzen wurden mit Sprühlösung ohne Sporen behandelt. Pro 
angegebenem Zeitpunkt wurden fünf Blätter zur RNA-Extraktion verwendet und 10 µg isolierte gesamtRNA in eine 
Northernanalyse eingesetzt. Die gleichmäßige Beladung der Gele wurde durch eine Ethidiumbromid-Färbung (EtBr) 
kontrolliert und der Blot mit einer Fluorescein markierten RNA-Sonde, mit der die Akkumulation PR1b-spezifischer 
Transkripte nachgewiesen werden konnte, hybridisiert. Das Experiment wurde mit vergleichbarem Ergebnis wie-
derholt. 
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3.5.2 Analyse von CA Rac1-Pflanzen 
RACs oder auch ROPs sind RHO-ähnliche monomerische G-Proteine (Rho of plants), die an 
der Pflanzenentwicklung und ihrer Interaktion mit der Umwelt beteiligt sind. Bei Gerste wurde 
bereits gezeigt, dass RACs wie z.B. RacB für die erfolgreiche Etablierung von Haustorien des 
Echten Gerstenmehltaus Bgh in lebenden Wirtzellen benötigt werden (Schultheiss et al., 2002). 
Zur weiteren Analyse der Bedeutung von RACs in Gerste wurden konstitutiv aktivierte (constitu-
tively activated, CA) Rac1-Pflanzen erzeugt (Pathuri et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit 
wurde die Bedeutung von Rac1 für die Interaktion von Gerste mit M. oryzae makroskopisch und 
mikroskopisch analysiert. Die Ergebnisse wurden bereits veröffentlicht (Pathuri et al., 2008). 
 
3.5.2.1 Selektion transgener Rac1-Pflanzen mittels PCR 
Da transgene Pflanzen, die homozygot für die Rac1-Überexpression sind, keine Nachkommen 
erzeugen können, mussten zu Beginn dieser Analysen segregierende Nachkommen der T1-
Generation (Linien 27/3-17, 27/3-7 und 27/2-32) mittels PCR auf ihren Genotyp bezüglich Rac1 
getestet werden. Hierzu wurde von allen verwendeten Pflanzen genomische DNA isoliert und in 
eine Touchdown-PCR mit Hygromycin-Primern (Marker für das Transgen Rac1) eingesetzt. 
Anschließend wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt und transgene Indivi-
duen durch die Anwesenheit eines PCR-Produktes von 596 bp identifiziert (Daten nicht ge-
zeigt). Bei allen Versuchen wurden die PCR-negativen Kandidaten neben Wildtyppflanzen des 
Kultivars Golden Promise als azygote Kontrollen eingesetzt. 
 
3.5.2.2 Makroskopische Untersuchungen 
In einem ersten makroskopischen Ansatz wurde der Infektionsphänotyp von CA Rac1-Pflanzen 
gegenüber einer Infektion mit M. oryzae Isolat TH6772 von Reis analysiert. Hierzu wurden Ter-
tiärblätter von Gerstenkultivar Golden Promise als Wildtyp-Kontrolle, azygote Kontrollpflanzen 
und transgene CA HvRac1-Pflanzen mit Sporen von Isolat TH6772 inokuliert (200.000 Spo-
ren/ml). Nach etwa sieben Tagen wurden die befallenen Blätter makroskopisch ausgewertet 
(Abbildung 3.48). Während auf Pflanzen des Wildtyps Golden Promise ca. 38 Krankheitssym-
tome pro Blatt gezählt wurden, konnte in azygoten Kontrollpflanzen eine deutliche, aber nicht 
signifikante Reduktion der Symptomzahl auf 25 Symptome festgestellt werden. Schon der 
Transformationsvorgang hatte demnach einen Einfluss auf die Resistenz der Pflanzen. In 
Pflanzen mit konstitutiv aktiviertem Rac1 kam es darüber hinaus zu einer signifikanten Redukti-
on der Symptomanzahl auf ca. 15 Symptome pro Blatt im Vergleich zu azygoten Kontrollpflan-
zen. Konstitutiv aktiviertes Rac1 bewirkte demnach eine Steigerung der Resistenz von Gerste 
gegen M. oryzae Isolat TH6772. 
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Abbildung 3.48: Anzahl der Krankheitssymptome von M. oryzae auf Pflanzen des Kultivars Golden Promise, azygoten 
Kontrollpflanzen und CA HvRac1-Pflanzen. Tertiärblätter von Gerstenkultivar Golden Promise, azygoten Kontroll-
pflanzen und CA Rac1-Pflanzen der Linien 27/3-17, 27/3-7 und 27/2-32 wurden mit Sporen von M. oryzae Isolat 
TH6772 inokuliert (200.000 Sporen/ml). Sieben Tage nach Inokulation wurde die Anzahl der Krankheitssymptome 
auf den infizierten Blättern bestimmt. Die Säulen stellen die Mittelwerte aus 6 (Golden Promise), 27 (azygote Kon-
trolle) und 16 (CA Rac1) Blättern dar. Senkrechte Balken geben den Standardfehler der jeweiligen Probe an. Die sta-
tistische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Student t-Tests (95 % Vertrauensbereich). Signifikante Unterschiede 
werden durch unterschiedliche Buchstaben über den Säulen angezeigt. 
 
3.5.2.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen 
Gerstenpflanzen des Kultivars Golden Promise, azygote Kontrollpflanzen und CA HvRac1-
Pflanzen wurden mit Sporen des M. oryzae Isolats TH6772 inokuliert (200.000 Sporen/ml). 
96 h p.i. wurden jeweils vier Primärblätter geerntet und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet 
(Abbildung 3.49). Es handelte sich hierbei um die gleichen Pflanzen, deren Tertiärblätter in der 
Makroskopieanalyse (s. Kapitel 3.5.2.2) ausgewertet wurden. Die Bewertung der zellulären In-
teraktionstypen erfolgte analog zu der in Kapitel 3.2.1.4 beschriebenen Methode. 
Pflanzen des Wildtyps Golden Promise sowie die azygoten Kontrollpflanzen zeigten eine statis-
tisch vergleichbare Verteilung der Häufigkeiten, mit denen die zellulären Interaktionstypen in die 
vier Kategorien eingeordnet wurden. Von diesen Ergebnissen wichen die CA HvRac1-Pflanzen 
deutlich ab. Während in Pflanzen der Sorte Golden Promise und azygoten Kontrollpflanzen ein 
Anteil von ca. 30 % an Papillen ermittelt werden konnte, war der Anteil dieses Interaktionstyps 
in CA HvRac1-Pflanzen signifikant auf 60 % erhöht. Der prozentuale Anteil an Epidermis-HR 
wurde dagegen von ca. 35 bis 40 % bei Kontrollpflanzen auf 20 % bei CA HvRac1-Pflanzen 
signifikant reduziert. Während der Anteil an Mesophyll-HR bei allen Pflanzen vergleichbar war, 
konnte bei CA HvRac1-Pflanzen ein signifikant reduzierter Anteil an HR-ähnlichem Zelltod im 
Mesophyll von ca. 10 % im Vergleich zu ca. 25 % bei Kontrollpflanzen festgestellt werden. 
Pflanzen, die konstitutiv aktiviertes Rac1 exprimieren, zeigten demnach gegen M. oryzae eine 
gesteigerte Penetrationsresistenz in Form von Papillen und infolgedessen einen verminderten 
Anteil an pilzlichem Wachstum in Epidermis und Mesophyll. Diese Daten korrelieren mit den 
makroskopischen Ergebnissen. 
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Abbildung 3.49: Fluoreszenzmikroskopische Analyse M. oryzae-infizierter Gerste. Pflanzen des Kultivars Golden Pro-
mise, azygote Kontrollpflanzen sowie konstitutiv aktivierte Rac1-Pflanzen (CA HvRac1) wurden mit Sporen des M. 
oryzae Isolates TH6772 von Reis inokuliert (200.000 Sporen/ml). 96 h p.i. wurden jeweils 4 Blätter geerntet und pro 
Blatt ca. 100 Interaktionsstellen fluoreszenzmikroskopisch beurteilt. Analog zu Kapitel 3.2.1.4 wurde zwischen vier 
Interaktionstypen unterschieden. Die Säulen stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten, mit denen In-
teraktionsstellen in eine bestimmte Kategorie eingeordnet wurden, dar; die senkrechten Linien geben den Stan-
dardfehler an. Jeder mikroskopische Interaktionstyp wurde separat statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95 % 
Vertrauensbereich). Buchstaben über den Säulen ordnen die Daten in Signifikanzgruppen ein. Der Versuch wurde 
mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
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4 Diskussion 
Die Nichtwirt-Resistenz, d.h. die Resistenz einer Pflanzenart gegenüber allen Mitgliedern einer 
Pathogenart, ist eine weit verbreitete Form der Krankheitsresistenz von Pflanzen (Heath, 
2000a; Lipka et al., 2008). Aufgrund ihrer großen Effektivität und Dauerhaftigkeit unter Feldbe-
dingungen wird sie als vielversprechendes Werkzeug der modernen biotechnologischen Pflan-
zenzüchtung angesehen (Thordal-Christensen, 2003; Ellis, 2006). Trotz der potentiellen Bedeu-
tung der NWR für die Züchtung resistenter Hochleistungspflanzen sind ihre cytologischen und 
molekulargenetischen Grundlagen bisher weitgehend unbekannt.  
In der vorliegenden Arbeit sollte anhand des Interaktionssystems Gerste/Magnaporthe die NWR 
zwischen einer monokotylen Nutzpflanze und einem hemibiotrophen Pathogen charakterisiert 
und damit ein Beitrag zum besseren Verständnis der NWR geleistet werden.  
 
4.1 Phylogenetische Analyse von Pilzen der Gattung Magnaporthe 
Pilze der Gattung Magnaporthe können über 50 verschiedene Süßgräser (Poaceae) parasitie-
ren, unter Anderem wirtschaftlich bedeutende Nutzpflanzen wie beispielsweise Reis, Gerste, 
Mais und Weizen aber auch zahlreiche Wildgräser z.B. Digitaria (Fingerhirse) und Pennisetum 
(Lampenputzergras) (Ou, 1987; Talbot, 1995). Die wohl bekannteste Art innerhalb der Gattung 
Magnaporthe ist M. oryzae, der Erreger des Reisbrandes („rice blast“) einer Krankheit im Reis-
anbau, die zu enormen Ernteeinbußen führen kann (Thinlay, 2000; Talbot, 2003). Neben Reis 
kann M. oryzae auch die in Deutschland bedeutende Nutzpflanze Gerste parasitieren. Magna-
porthe-Epidemien im Gerstenanbau konnten bisher besonders in Anbaugebieten beobachtet 
werden, in denen Reis und Gerste cokultiviert werden (Lima, 2003). Insbesondere die Verwen-
dung von Gerstensorten mit einer Mutation im Mlo-Lokus (mlo) erhöht die Gefahr von wirtschaft-
lich bedeutenden Epidemien. Diese Mutanten besitzen zwar eine vollständige Resistenz gegen 
den Erreger des Echten Gerstenmehltaus Bgh sind aber gleichermaßen hyperanfällig gegen-
über M. oryzae (Jarosch et al., 1999). Darüber hinaus könnten veränderte Klimaverhältnisse in 
naher Zukunft die Problematik verschärfen (Ghini, 2008).  
Die Wirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe wurde bereits in mehreren Studien untersucht 
(Jarosch et al., 1999; Jarosch et al., 2003; Jarosch et al., 2005) und auch Nichtwirt-
Interaktionen von Pilzen der Gattung Magnaporthe mit verschiedenen Wirtpflanzen wurden in-
tensiv analysiert (Reis, Faivre-Rampant, 2008; Weizen, persönliche Kommunikation Hale Tufan, 
Norwich, UK). Eine Nichtwirt-Interaktion zwischen Pilzen der Gattung Magnaporthe und Gerste 
wurde dagegen bisher nur in einer Publikation von Jarosch et al. 2005 bezüglich eines Magna-
porthe-Isolates beschrieben. Daher sollten in dieser Arbeit zunächst weitere Magnaporthe-
Isolate identifiziert werden, die von Gerste mit einer NWR abgewehrt werden. 
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4.1.1 Gerste ist eine Nichtwirt-Pflanze für Magnaporthe-Isolate der Wirtpflanzen 
Digitaria und Pennisetum  
Makroskopische Untersuchungen der Infektion von unterschiedlichen Gerstenkultivaren mit Iso-
laten der Gattung Magnaporthe, die von verschiedenen Wirtpflanzen isoliert wurden, ergaben 
eine Aufspaltung der untersuchten Pilzisolate in zwei Gruppen bezüglich ihrer Fähigkeit Gerste 
zu infizieren (Tabelle 3.1) (Zellerhoff et al., 2006). Auffallend war hierbei die enge Korrelation 
zwischen den Wirtpflanzen der Isolate und ihrem Infektionsphänotyp auf Gerste. So kam es 
nach Infektion von Gerste mit Magnaporthe-Isolaten der Wirtpflanzen Reis, Eleusine, Weizen 
und Mais zu charakteristischen Krankheitssymptomen auf Gerste (Gruppe 1), während alle Iso-
late der Wirtpflanzen Digitaria und Pennisetum keinerlei Krankheitssymptome hervorrufen konn-
ten (Gruppe 2) (Tabelle 3.1 und 3.2). In allen Fällen führte eine Infektion von Gerste des Geno-
typs mlo mit Isolaten der Gruppe 1 zu einer stärkeren Schädigung der Pflanzen (Skala nach 
Harp und Corell (1998) Abbildung 3.1) als eine Infektion von Mlo-Gerste (Vergleich IngridMlo 
mit BCIngridmlo-5). Dieses Phänomen kann mit einem Verlust des funktionalen Mlo-Proteins, 
welches an der Basalresistenz von Gerste gegen M. oryzae beteiligt ist, erklärt werden (Jarosch 
et al., 1999; Jarosch et al., 2005). Obwohl die Analyse sich nur auf acht bzw. bei ausgewählten 
Magnaporthe-Isolaten auf weitere 13 Gerstenkultivare bezog und das Verhalten nicht unter-
suchter Gerstenkultivare hypothetisch ist, weisen diese Ergebnisse auf eine charakteristische 
Nichtwirt-Interaktion zwischen Magnaporthe-Isolaten von Digitaria und Pennisetum (Gruppe 2) 
und der Art Gerste hin. Generell wird das Phänomen der Nichtwirt-Interaktion auf Artebene de-
finiert. Das heißt, bei einer NWR handelt es sich um die Resistenz einer Pflanzenart (hier: Gers-
te) gegen eine Pathogenart, die diese Pflanzenart nicht parasitieren kann (Heath, 2001). Dies 
bedeutet, dass die beschriebenen Infektionsphänotyp-Analysen auf eine Abspaltung von 
Magnaporthe-Isolaten der Wirtpflanzen Digitaria und Pennisetum von den restlichen Isolaten 
auf Artebene hindeuten.  
Auffälligerweise entwickelten Gerstenkultivare wie Susptrit, Suspmur und Trigo Biasa, die ge-
gen Nichtwirt-Isolate von Rost und den Echten Weizenmehltau Bgt anfällig sind (Atienza et al., 
2004; Trujillo et al., 2004b), keinerlei Krankheitssymptome nach Inokulation mit dem Magna-
porthe Nichtwirt-Isolat CD180 (Tabelle 3.2). Dies deutet auf einen Unterschied in der Manifes-
tierung der NWR von Gerste gegenüber biotrophen bzw. hemibiotrophen Pathogenen hin.  
 
4.1.2 Artzugehörigkeit von Pilzen korreliert mit deren Wirtspezifität 
Nach ersten Hinweisen auf Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den untersuchten Magna-
porthe-Isolaten durch die Infektionsanalysen (Kapitel 4.1.1) sollten vergleichende Sequenz-
analysen repräsentativer Pilzgene konkrete phylogenetische Informationen liefern. Couch und 
Kohn (2002) zeigten bereits durch Sequenzanalysen und Kreuzungsexperimente, dass Magna-
porthe-Isolate der Wirtpflanze Digitaria sich auf Artebene von Isolaten der Wirtpflanze Reis und 
einiger anderer Gräser unterscheiden. Hieraus resultierend wurden Isolate von Digitaria der Art 
M. grisea und solche von Reis der Art M. oryzae zugeordnet (vor 2002: M. grisea als Sammel-
bezeichnung für alle Isolate).  
Durch phylogenetische Untersuchungen, die methodisch in Anlehnung an Couch und Kohn 
(2002) durchgeführt wurden, konnten innerhalb des hier untersuchten Spektrums an Pilzisola-
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ten Magnaporthe-Isolate der Wirtpflanze Digitaria von Isolaten der Wirtpflanzen Reis, Mais, 
Gerste, Weizen und Eleusine unterschieden werden. Darüber hinaus konnten Isolate der Wirt-
pflanze Pennisetum von allen anderen Isolaten abgegrenzt werden (Abbildung 3.4). Die Vermu-
tung, dass insgesamt drei verschiedene Magnaporthe-Arten vorliegen könnten, basiert auf fol-
genden Argumenten:  
 
(1) Die Isolate sind mit verschiedenen Wirtpflanzen assoziiert (Tabelle 3.1).  
(2) Die Isolate bilden drei gut abgesicherte, monophyletische Gruppen in der Parsimony-
Analyse (Abbildung 3.4).  
(3) Die Isolate verschiedener Arten sind nicht kreuzbar (Couch und Kohn, 2002, persönli-
che Kommunikation Didier Tharreau, CIRAD Montpellier).  
 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Isolate der Wirtpflanze Digitaria der Art M. grisea und Isola-
te der Wirtpflanze Reis M. oryzae zugeordnet (Couch und Kohn, 2002). Isolate anderer Gräser 
(Mais, Weizen, Gerste, Eleusine), die nach Infektions- und phylogenetischen Analysen eng 
verwandt mit M. oryzae sind (Tabelle 3.1 und Abbildung 3.4), wurden analog als M. oryzae-Linie 
bezeichnet. Da sich Isolate der Wirtpflanze Pennisetum in der Parsimony-Analyse deutlich von 
der M. oryzae Linie und auch von M. grisea abgrenzen ließen (Abbildung 3.4), kann von einer 
„putativen, neuen Art, die strikt mit der Wirtpflanze Pennisetum assoziiert ist“, gesprochen wer-
den (Zellerhoff et al., 2006). Es könnte sich hierbei um die 1970 beschriebene Art Pyricularia 
penniseti handeln, die mit der Wirtpflanze Pennisetum typhoides assoziiert ist (Prasada, 1970). 
Diese Art war ebenfalls nicht in der Lage Reis und Digitaria zu infizieren und unterscheidet sich 
in ihrer Konidien-Morphologie leicht von anderen Pyricularia-Arten. Um die in dieser Arbeit un-
tersuchten Magnaporthe-Isolate P. penniseti zuordnen zu können, müssten jedoch zunächst 
ausführliche morphologische Studien der verwendeten Pilzisolate sowie molekulargenetische 
Studien der von Prasada untersuchten Isolate durchgeführt werden. Da dies bisher nicht erfolg-
te, wird die in dieser Arbeit beschriebene Art im Folgenden als „Pennisetum-assoziierte Art“ 
bezeichnet. 
 
4.1.3 M. oryzae scheint im Verlauf der Evolution die NWR der Gerste überwun-
den zu haben 
Evolutive Vorgänge, die zu den heutigen Verwandtschaftsverhältnissen zwischen verschiede-
nen Pilzen geführt haben könnten, sind von großem wissenschaftlichen Interesse. Insbesonde-
re die coevolutive Entwicklung von Pflanze und Pathogen steht bei der molekularen Phyto-
pathologie im Mittelpunkt vieler Forschungsprojekte (Frank, 1991, 1992). Eine Hypothese pos-
tuliert, dass im Verlauf der Evolution die Basisresistenz von bestimmten Pflanzen gegenüber 
allen Mikroorganismen ihrer Umgebung von einigen wenigen Mikroorganismen überwunden 
wurde. Diese Mikroorganismen wurden damit zu Pathogenen der betreffenden Pflanzenart. Die 
Resistenz anderer Pflanzenarten gegen diese Pathogene wird nun als Nichtwirt-Resistenz be-
zeichnet. Unter starkem Selektionsdruck kam es im Gegenzug bei Wirt-Interaktionen zur Ent-
wicklung von Wirt-Resistenzen der betroffenen Pflanzen, die wiederum in Einzelfällen erneut 
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durch neue Genotypen (Subpopulationen) der Pathogenart gebrochen werden konnten. Es ent-
stand die rassen/sorten-spezifische Resistenz (Neu et al., 2003). 
Um einen Einblick in die Coevolution zwischen den untersuchten Magnaporthe-Isolaten und 
ihren Wirtpflanzen zu erhalten, wurden Inokulationsexperimente ausgewählter Pilzisolate auf 
verschiedenen möglichen Wirtpflanzen durchgeführt (Delventhal, 2009). Diese Kreuzin-
okulationsexperimente (Tabelle 4.1) veranschaulichten, dass Magnaporthe-Isolate der Wirt-
pflanzen Digitaria und Pennisetum ausschließlich ihre ursprünglichen Wirtpflanzen besiedeln 
können. Im Gegensatz dazu sind die Isolate von Reis und Weizen in der Lage außer den Wirt-
pflanzen, von denen sie isoliert wurden, Gerste und Pennisetum zu parasitieren.  
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass im Laufe der Evolution die NWR von Pflanzen gegen-
über Vorfahren der Gattung Magnaporthe zunächst bei Pennisetum bzw. Digitaria gebrochen 
wurde und so die Pennisetum-assoziierten Magnaporthe-Arten und M. grisea entstanden. Im 
Verlauf der Evolution entwickelten sich die Pennisetum-assoziierten Magnaporthe-Arten weiter 
und eine sowohl Pennisetum als auch Gerste und weitere Gräser infizierende Magnaporthe-Art 
entstand (M. oryzae). Bei den Pennisetum-assoziierten Magnaporthe-Arten und M. grisea könn-
te es sich demnach im Vergleich zu der Art M. oryzae um evolutionsbiologisch ältere Spezies 
innerhalb der Gattung Magnaporthe handeln. 
 
Tabelle 4.1: Kreuzinokulation von Magnaporthe-Isolaten auf verschiedenen Wirtpflanzena 
Pilzisolat Wirtpflanze Digitaria Pennisetum Reis Weizen Gerste 
BR29 Digitaria sanguinalis + - - - - 
CD180 Pennisetum sp. - + - - - 
BF17 Pennisetum typhoides - + - - - 
TH6772 Reis - + + + + 
BR32 Weizen - + - + + 
a Verschiedene Gräser wurden mit Sporen der angegebenen Magnaporthe-Isolate, die von unterschiedlichen Wirtpflan-
zen isoliert wurden, inokuliert. Nach etwa sieben Tagen wurde der Infektionsphänotyp der Pflanzen makroskopisch aus-
gewertet. (+) Krankheitssymptome, (-) keine Krankheitssymptome. (abgewandelt nach Delventhal, 2009) 
 
Die phylogenetischen Untersuchungen ergaben zusammenfassend: 
 
• Unterscheidung von drei Arten innerhalb der untersuchten Magnaporthe-Isolate 
- M. grisea (Wirtpflanze Digitaria) 
- Pennisetum-assoziierte Art (Wirtpflanze Pennisetum)  
- M. oryzae bzw. M. o.-Linie (Wirtpflanzen Reis bzw. Mais, Weizen, Gerste, Eleusine) 
• Interaktionsphänotyp verschiedener Pilzisolate auf Gerste korreliert mit Artzugehörigkeit 
- Nichtwirt-Interaktion: Gerste/M. grisea sowie Pennisetum-assoziierte Art 
  - Wirt-Interaktion: Gerste/M. oryzae, M. oryzae-Linie 
• Die Art M. oryzae könnte im Laufe der Evolution aus der Pennisetum-assoziierten Art her-
vorgegangen sein. 
 
Der differentielle Infektionsphänotyp, den Isolate der Pennisetum-assoziierten Magnaporthe-Art 
bzw. der Art M. oryzae auf Gerste hervorrufen, führte in einem nächsten Schritt zu der Frage 
nach den cytologischen Unterschieden dieser Nichtwirt- bzw. Wirt-Interaktion. 
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4.2 Cytologische Charakterisierung der NWR 
Nach der makroskopischen Analyse des Infektionsphänotyps einer Pflanze/Pilz-Interaktion er-
möglicht die histologische Untersuchung eine direkte Beurteilung der Vorgänge auf und in ei-
nem infizierten Blatt. Mikroskopisch kann das Wachstum eines Pilzes von seiner Keimung bis 
zur Infektion einer Pflanzenzelle und in vielen Fällen auch das Wachstum innerhalb der Pflanze 
nachvollzogen werden. Darüber hinaus können spezifische Färbungen Abwehr-assoziierter 
Substanzen sowie die Analyse autofluoreszierender Zellbestandteile Informationen über die 
Reaktion der Pflanze auf den Pathogenangriff liefern.  
In dieser Arbeit sollte die Entwicklung des Magnaporthe Nichtwirt-Pathogens auf Gerste doku-
mentiert und in Zusammenhang mit der Reaktion von Gerstenzellen auf die Pilzinfektion ge-
bracht werden. Ziel war es zunächst ein allgemeines Verständnis für das Verhalten von Pilz und 
Pflanze während der Nichtwirt-Interaktion zu entwickeln. Schließlich sollte die Bedeutung 
pflanzlicher Abwehrmechanismen für die NWR mit Hilfe von Mutantenanalysen und pharmako-
logischer Experimente evaluiert werden.  
 
4.2.1 Penetrationsresistenz verhindert das Eindringen des Nichtwirt-Pathogens 
Nach zunächst mit der Entwicklung des Magnaporthe Wirt-Isolates TH6772 vergleichbarer mor-
phologischer Entwicklung (Keimung, Ausbildung von Keimschlauch, Ausbildung melanisiertes 
Appressorium) wurde das Nichtwirt-Isolat CD180 auf Gerste im Großteil der Fälle (60-70 %) vor 
bzw. während der Penetration der betroffenen Epidermiszelle im Wachstum gestoppt (Abbil-
dung 3.13). Diese „Penetrationsresistenz“ ist ein charakteristischer Resistenzmechanismus der 
NWR (Neu et al., 2003; Lipka et al., 2005) und tritt meist in Zusammenhang mit zeitlich koordi-
nierten lokalen Abwehrreaktionen auf, beispielsweise der Bildung von Zellwandappositionen 
(Papillen). So stellte auch hier die Ausbildung von Papillen, die fluoreszenzmikroskopisch durch 
die Einlagerung phenolischer Komponenten sichtbar wurden, die dominierende Abwehrreaktion 
der Gerste gegen das Nichtwirt-Isolat CD180 dar (Abbildung 3.13) (Zellerhoff et al., 2006). Die-
se Papillen-assoziierte Penetrationsresistenz der Nichtwirt-Interaktion ist qualitativ und quantita-
tiv vergleichbar mit der Penetrationsabwehr schwach anfälliger Pflanzen des Genotyps Mlo ge-
genüber dem Magnaporthe Wirt-Pathogen TH6772, welche der Basalresistenz zugeordnet wur-
de (Abbildung 3.13) (Jarosch et al., 1999; Jarosch et al., 2003; Jarosch et al., 2005). Während 
hypersuszeptible Pflanzen des Genotyps mlo-5 in der Wirt-Interaktion jedoch deutlich weniger 
Papillen ausbildeten als schwach anfällige Mlo-Pflanzen (Jarosch et al., 1999; Jarosch et al., 
2003; Jarosch et al., 2005), reagierten Pflanzen des Genotyps mlo-5 gegenüber dem Nichtwirt-
Pathogen CD180 nur mit einer leicht reduzierten Rate an Papillen (Abbildung 3.13).  
Diese Daten weisen auf eine wichtige Rolle der Papillen-assoziierten Penetrationsresistenz in 
der Ausprägung der NWR aber auch der Basalresistenz von Gerste in der Wirt-Interaktion ge-
genüber M. oryzae hin.  
Die Bildung von effektiven, d.h. nicht penetrierten Papillen ist multifaktoriell bedingt (Zeyen, 
2002; Hückelhoven, 2007). Im Folgenden soll die Bedeutung verschiedener Pflanzenreaktio-
nen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, für die Penetrationsresistenz der Gerste im Rah-
men der Nichtwirt-Interaktion diskutiert werden.  
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4.2.1.1 Die Penetrationsresistenz der Gerste ist multifaktoriell bedingt 
 
Polarisierung des Aktincytoskeletts 
Nach Infektion von Gerste mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 kam es 20 h p.i. in vie-
len infizierten Zellen zu einer Polarisation der Aktinfilamente in Richtung der Penetrationsstelle 
des Pilzes sowie zu einer gleichzeitigen Bewegung des Nukleus zur Penetrationsstelle (Abbil-
dung 3.9). Eine Aktin-Reorganisation trat auch in der Wirt-Interaktion auf, hier war die Polarisie-
rung der Aktinfilamente jedoch schwächer ausgeprägt.  
Die Reorganisation des Aktincytoskeletts nach Pathogenbefall könnte für eine Rolle dieses 
Vorgangs in der NWR Gerste/Magnaporthe und darüber hinaus auch der basalen Resistenz 
von Gerste gegen M. oryzae sprechen. Für die basale Abwehr und die Resistenz von mlo-
Pflanzen gegenüber Bgh wurde bereits eine Bedeutung des Aktincytoskeletts in der Bereitstel-
lung von Zellwand-verstärkendem Material an der Penetrationsstelle des Pathogens postuliert 
(Opalski et al., 2005; Miklis et al., 2007). Foissner et al. (1996; 1998) beobachtete einen Aktin-
abhängigen Vesikeltransport zur Plasmamembran. Darüber hinaus ist in Gerste und Arabi-
dopsis ein in der Plasmamembran lokalisiertes SNARE Protein (SNARE = synaptosome-
associated protein receptor; Ror2 von Gerste bzw. Pen1 von Arabidopsis) am Vesikeltransport 
beteiligt und trägt entscheidend zur Penetrationsresistenz gegen den Echten Gerstenmehltau 
Bgh bei (Collins et al., 2003). SNARE-Proteine vermitteln Membranfusionsprozesse zwischen 
Vesikeln und Zielmembranen. Sie ermöglichen damit die Abgabe des Vesikelinhalts an den 
Zielort (Exocytose). Letztlich könnte demnach das Aktincytoskelett eine Art Schienensystem für 
den Transport struktureller und chemischer Komponenten innerhalb von Vesikeln zur Penetrati-
onsstelle eines Pathogens darstellen. Die Vesikel könnten unter Beteiligung der SNARE-
Proteine am Zielort „entladen“ werden. Damit würde eine frühzeitige Ausrichtung des Aktincy-
toskeletts eine schnellere Bildung von stabilen Penetrationsbarrieren und damit eine Resistenz 
der Pflanze ermöglichen. Ein Einfluss von Ror2 auf die NWR Gerste/Magnaporthe konnte aller-
dings bisher nicht gezeigt werden (Jarosch et al., 2005). 
Die Bedeutung des Aktincytoskeletts für verschiedene Nichtwirt-Interaktionen wurde durch 
pharmakologische Experimente mit dem Inhibitor der Aktinpolymerisation Cytochalasin E verifi-
ziert. So bewirkt Cytochalasin in Kombination mit einer Mutation im Gen EDS1 bei Arabidopsis 
einen Bruch der NWR gegenüber Bgt (Yun et al., 2003). Auch ermöglicht eine Behandlung mit 
Cytochalasin zahlreichen Echten Mehltaupilzen, die normalerweise nicht oder nur selten in ver-
schiedene Nichtwirt-Pflanzen penetrieren können, die Penetration und die Bildung von Hausto-
rien (Kobayashi et al., 1997b; Kobayashi et al., 1997a; Kobayashi und Hakuno, 2003). Darüber 
hinaus wurde in der Nichtwirt-Interaktion zwischen Arabidopsis und Colletotrichum eine Beteili-
gung des Aktincytoskeletts an der Preinvasionsresistenz und der Callosebildung innerhalb von 
Papillen festgestellt (Shimada et al., 2006). 
 
Ein Effekt des Mlo-Lokus auf die Organisation des Aktincytoskeletts nach Magnaporthe-Befall 
konnte zunächst nicht beobachtet werden (Abbildung 3.9). Eine spezifische Inhibierung der Ak-
tinpolymerisation durch Cytochalasin E führte allerdings nur in mlo-5-Pflanzen zu einer reduzier-
ten Penetrationsresistenz gegenüber dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 (Abbil-
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dung 3.19). Analysen verschiedener Wirt- und Nichtwirt-Interaktionen der Gerste weisen auf 
Aktin-abhängige und Aktin-unabhängige Resistenzwege innerhalb der Pflanze hin, deren Funk-
tionalität in Abhängigkeit des Mlo-Proteins zu stehen scheint (Miklis et al., 2007). So können die 
Nichtwirt-Pathogene Erysiphe pisi und Bgt Gerste nach Hemmung der Aktinpolarisation (Aktin-
abhängige Abwehr) nur in Anwesenheit des Mlo-Proteins penetrieren. Dies wird damit erklärt, 
dass eine Aktin-unabhängige Abwehr im System Gerste/Echter Mehltau durch das Mlo-Protein 
supprimiert oder umgangen wird (Abbildung 4.1, links) und sich somit Nichtwirt-Isolate bei 
gleichzeitiger Unterdrückung der Aktin-abhängigen Abwehr in Gerste etablieren können.  
 
 
 
Abbildung 4.1: Modellvorstellung zur Wirkung des Mlo-Proteins auf die Aktin-unabhängige Abwehr von Nichtwirt-
Interaktionen der Gerste mit Blumeria graminis (A) bzw. Magnaporthe (B). Aktin-abhängige und Aktin-unabhän-
gige Abwehr tragen zur Penetrationsresistenz von Gerste gegen Blumeria graminis bzw. Magnaporthe bei. Das 
Mlo-Protein wirkt in beiden Interaktionen regulierend auf die Aktin-unabhängige Abwehr. Im Fall der Gers-
te/Blumeria graminis-Interaktion hemmt Mlo die Aktin-unabhängige Abwehr, sodass diese nur in mlo-5-Pflanzen 
wirken kann. Bei der Gerste/Magnaporthe-Interaktion fördert Mlo die Aktin-unabhängige Abwehr. Bei Verlust des 
Mlo-Proteins (mlo-5) ist die Aktin-unabhängige Abwehr daher nur noch begrenzt aktiv. ZW = Zellwand, PM = Plas-
mamembran. (abgewandelt nach Miklis et al., 2007) 
 
In der Interaktion Gerste/Magnaporthe scheint das Mlo-Protein bzw. die Aktin-unabhängige Ab-
wehr gegensätzlich zur Interaktion Gerste/Echter Mehltau zu agieren (Abbildung 4.1, rechts). 
Wird in Mlo-Pflanzen nach Mehltau-Infektion die Aktin-unabhängige Abwehr unterdrückt, 
scheint dagegen nach Magnaporthe-Infektion das Mlo-Protein stärkend auf die Aktin-
unabhängige Abwehr zu wirken. Dies führt auch nach Hemmung der Aktin-abhängigen Abwehr 
im System Gerste/Magnaporthe zu einem Stopp des Pathogens (Abbildung 4.1, rechts oben). 
Bei Mutation des Mlo-Lokus fällt die aktivierende Wirkung der Aktin-unabhängigen Abwehr 
durch Mlo weg. Diese wirkt infolgedessen nur auf einem niedrigen Basallevel und das Magna-
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porthe Nichtwirt-Isolat ist in der Lage, partiell Penetrationsbarrieren zu durchbrechen (Abbildung 
4.1, rechts unten). Zusammenfassend kann man von einem ambivalenten Effekt des Mlo-Lokus 
auf die Aktin-unabhängige Pflanzenabwehr gegen biotrophe Erreger des Echten Mehltaus bzw. 
hemibiotrophe Pilze der Gattung Magnaporthe sprechen. 
Die Regulation der Aktin-abhängigen Abwehr durch verschiedene Proteine wurde in der Interak-
tion von Gerste mit Bgh bereits intensiv untersucht. So wurde ein G-Protein der RAC/ROP Fa-
milie (RacB) als Regulator der Aktincytoskelett-Anordnung in der Wirt-Interaktion Gerste/Bgh 
identifiziert (Opalski et al., 2005). Die Analyse einer Bedeutung von RacB für die NWR Gers-
te/Magnaporthe wäre eine interessante Option für die Zukunft (vgl. Kapitel 4.5). 
 
Zusammensetzung phenolischer Komponenten innerhalb von Papillen 
Von den zahlreichen bisher identifizierten Bestandteilen von Papillen tragen insbesondere zell-
wandgebundene Phenole und Callose in vielen Fällen zur Penetrationsresistenz gegen angrei-
fende Pilze bei (Bayles, 1990; Lyngkjær, 1997). Beispielsweise wurde nach Inhibition der Callo-
se- bzw. Phenolbildung durch die Inhibitoren DDG (Inhibitor der Callose-Synthese) und AOPP 
(α-Aminooxy-β-Phenylpropionsäure, Inhibitor der Phenylalanin-Ammonium-Lyase) und an-
schließender Bgh-Inokulation in Gerste eine erhöhte Penetrationsrate der Pathogene beobach-
tet.  
Phenole können einerseits die Stabilität der Zellwände erhöhen und durch ihre antimikrobielle 
Aktivität eine Penetration von Pathogenen verhindern, aber auch als wichtige Signalkomponen-
ten für sekundäre Abwehrreaktionen wirken (Nicholson, 1992; Ryals et al., 1996). Bei der Syn-
these zellwandgebundener Phenole spielt das Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) 
eine zentrale Rolle. Nach Applikation des spezifisch wirkenden, kompetitiven PAL-Inhibitors AIP 
konnte bei der Nichtwirt-Interaktion von Gerste mit Magnaporthe-Isolat CD180 bei Pflanzen mit 
einer Mutation im Mlo-Lokus eine Reduktion der Penetrationsresistenz (Papillen) detektiert wer-
den (Abbildung 3.19). Diese Wirkung von AIP in mlo-Pflanzen lässt vermuten, dass sich die 
Phenolkomposition der Papillen, die zu ihrer Stabilität beitragen sollte, in Abhängigkeit des funk-
tionalen Mlo-Proteins unterscheidet.  
Darüber hinaus wurde in Trippelmutanten des Genotyps mlo-5 ror1-2 rar1-2 nach Inokulation 
mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 die bereits im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen redu-
zierte Papillenbildungsrate durch den Einsatz von AIP weiter gesenkt (Abbildung 3.19). AIP 
scheint demnach einen anderen Stoffwechselweg zu beeinflussen als den Stoffwechselweg, 
der durch die Mutation von Ror1 und Rar1 betroffen ist. Dies spricht für eine vom Phenylpropa-
noidmetabolismus unabhängige Funktion der Gene Ror1 und Rar1 in der NWR. Möglicherweise 
könnte das Aktincytoskelett an der reduzierten Papillenbildungsrate von Trippelmutanten betei-
ligt sein (s. Kapitel 4.2.1.1, Ror1 und Rar1 wirken ambivalent auf die Penetrationsresistenz). 
 
p-Coumaroylagmatin-Derivate (p-CA) sind phenolische Substanzen, die in Papillen von Gerste 
vorkommen (von Röpenack et al., 1998). Homo-Dimere dieser Verbindungen bilden das gers-
tenspezifische Phytoalexin Hordatin A, für das eine Rolle in der Abwehr bereits beschrieben 
wurde und das nachgewiesenermaßen antifungale Aktivität besitzt (Stoessl, 1970). Edda von 
Röpenack (1998) identifizierte außerdem eine weitere aminophenolische Komponente mit anti-
fungaler Aktivität, das p-Coumaroylhydroxyagmatin (p-CHA). p-CHA akkumuliert stärker und 
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früher in mlo-5-Pflanzen, die gegen Bgh resistent sind, als in anfälligen Mlo-Pflanzen. Dagegen 
scheint die Akkumulation von p-CA und Hordatinen Mlo-unabhängig zu sein. p-CHA stellt sich 
nach diesen Untersuchungen, aufgrund seiner frühen und verstärkten Akkumulation sowie sei-
ner antifungalen Aktivität als eine für die mlo-abhängige Resistenz von Gerste gegen Bgh be-
deutsame Substanz dar. Auch in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe könnte p-CHA 
einen wichtigen Beitrag zur Penetrationsresistenz von mlo-Gerste liefern. Da die Behandlung 
mit AIP vermutlich einen Einfluss auf die Synthese phenolischer Komponenten innerhalb der 
Papillen hat, würde ein reduzierter p-CHA-Gehalt der Papillen die verminderte Penetrationsre-
sistenz von mlo-Pflanzen nach AIP-Behandlung erklären (Abbildung 4.2).  
Ein indirekter Nachweis für die Beteiligung der Coumaroyl(hydroxy)agmatine an der Resistenz 
gegenüber Magnaporthe Nichtwirt-Isolaten sollte in dieser Arbeit durch Hemmung eines ande-
ren enzymatischen Schrittes im Syntheseweg der pCHAs durchgeführt werden. Die Bildung von 
p-CA/pCHA verbindet den Phenylpropanoid- mit dem Polyaminstoffwechsel (Abbildung 4.2).  
 
 
 
Abbildung 4.2: Zusammenführung des Phenylpropanoid- und Polyaminmetabolismus bei der Bildung von Hordatin. 
PAL = Phenylalanin-Ammonium Lyase, OCT = Ornithin-Carbamoyl-Transferase, 4CL = 4-Coumarat:CoA-Ligase, ADC = 
Arginindecarboxylase, ACT = Agmatin-Coumaroyl-Transferase. (abgewandelt nach von Röpenack et al. (1998) und 
Bachmann et al. (1998)) 
 
Während der Phenylpropanoidstoffwechsel durch Inhibierung der PAL mittels AIP beeinflusst 
werden kann, ist es möglich, in den Polyaminstoffwechsel unter Verwendung des OCT-
inhibierenden Phaseolotoxins einzugegreifen (Bachmann, 1998). Hierdurch sollte die Bildung 
des Agmatins reduziert und damit die Synthese von p-CA/p-CHA/Hordatin nicht oder nur einge-
schränkt möglich sein. Wie nach AIP-Behandlung (Abbildung 3.19) konnte auch nach Phaseolo-
toxin-Behandlung von Gerste, die mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat inokuliert wurde, aus-
schließlich bei Pflanzen des Genotyps mlo-5 eine Reduktion der Bildung von Papillen beobach-
tet werden (Abbildung 3.21). Dies und die Tatsache, dass in Mlo-Pflanzen keinerlei Auswirkun-
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gen der Phaseolotoxin-Behandlung zu erkennen waren, könnte für die aufgestellte Hypothese 
sprechen. Die im Vergleich zu AIP-behandelten Pflanzen nur sehr geringe Reduktion der Pe-
netrationsresistenz durch Phaseolotoxin könnte mit einer alternativen, OCT-unabhängigen Syn-
these der (Hydroxy)agmatine begründet werden. Außerdem könnten in der Zelle gespeicherte 
p-CHA-Vorstufen die Hemmung der OCT kompensieren. Letztlich kann nur eine spezifische 
qualitative und quantitative Untersuchung der phenolischen Komponenten innerhalb von Papil-
len, beispielsweise mittels HPLC, Klarheit über deren Bedeutung für die NWR schaffen (von 
Röpenack et al., 1998). 
Auch in Weizen konnte durch Applikation des PAL-Inhibitors AIP die Penetrationsresistenz der 
Pflanzen gegenüber dem Nichtwirt-Isolat Bgh sowie dem Wirt-Pathogen Bgt herabgesetzt wer-
den (Bhuiyan et al., 2009). Eine größere Wirkung auf die Effektivität der Papillen zeigte jedoch 
der Kaffeesäure-o-Methyltransferase (CAOMT)-Inhibitor Pyrocatechol sowie ein Silencing von 
TmCAOMT mittels RNAi (Bhuiyan et al., 2009). Diese Ergebnisse weisen auf eine Bedeutung 
methylierter Monolignol-Komponenten sowie der Syringyl-Untereinheiten des Lignins für die 
Effektivität der Papillen von Weizen gegen Echte Mehltaupilze hin. Analoge pharmakologische 
Untersuchungen bzw. Gene Silencing der CAOMT durch VIGS bei Gerste würden sich anbie-
ten, um die Bedeutung der CAOMT für die NWR Gerste/Magnaporthe zu evaluieren.  
 
Neben der Synthese phenolischer Komponenten, die beispielsweise in Papillen akkumulieren 
können, spielt die PAL eine wichtige Rolle bei der Bildung von Salicylsäure (SA). In Tomaten-
pflanzen konnte durch Hemmung der PAL mit AIP eine Reduktion der SA-Bildung detektiert 
werden (Schaller et al., 2000). Auch bei Arabidopsis führt eine Hemmung der PAL zu einer Re-
duktion des SA-Gehaltes und damit zu einer Steigerung der Anfälligkeit der Pflanzen gegen 
Peronospora parasitica (Mauch-Mani und Slusarenko, 1996). Die Tatsache, dass die Hemmung 
der PAL in der Gerste/Magnaporthe-Interaktion keine Anfälligkeit der Pflanzen zur Folge hat, 
könnte einerseits mit der Unabhängigkeit der Pathogenabwehr von Gerste vom SA-Gehalt der 
Pflanze (Hückelhoven et al., 1999) oder andererseits mit einem alternativen Syntheseweg der 
SA über die Chorismat-Synthase begründet werden (Shah, 2003). Bei allen Untersuchungen 
muss außerdem berücksichtigt werden, dass in Gräsern p-Coumarat unter Beteiligung des En-
zyms TAL (Tyrosin-Ammonium-Lyase) durch einen alternativen Syntheseweg hergestellt wer-
den kann. So wird Tyrosin durch die TAL zu p-Coumarat umgesetzt (Dixon und Paiva, 1995). 
Da die TAL durch AIP nicht inhibiert werden kann, könnte eine TAL-katalysierte Bildung von 
p-Coumarat die Synthese phenolischer Substanzen in Gerste auch bei Hemmung der PAL 
sichern. 
 
Nicht alle Papillen scheinen Callose zu enthalten 
Callose, ein anamorphes β-1,3-D-Glucan, wird vermutlich durch den membranständigen Callo-
se-Synthase Komplex gebildet, der von Glucan Synthase-ähnlichen Genen kodiert wird. Die 
Rolle von Callose als Bestandteil von Papillen, der innerhalb kurzer Zeit nach Infektion akkumu-
liert, ist seit langem bekannt (Aist, 1976; Aist et al., 1988).  
Im Pathosystem Gerste/Bgh trägt Callose entscheidend zur Penetrationsresistenz der Papillen 
bei (Bayles, 1990; Flors, 2005). So kann in früh gebildeten Papillen von resistenten mlo-
Pflanzen Callose nachgewiesen werden und durch eine Inhibierung dieser Callose-
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Akkumulation (Verwendung des Callose-Synthese Inhibitors DDG) kann in mlo-Pflanzen die 
Penetration von Epidermiszellen durch das Pathogen erreicht werden (Bayles, 1990).  
Im Gegensatz dazu scheinen die in Reaktion auf Magnaporthe-Befall von Gerste gebildeten 
Papillen nicht immer Callose zu enthalten. Dies wird daraus geschlossen, dass unter einem 
prozentual größeren Anteil von Appressorien eine Akkumulation phenolischer Substanzen 
(mögliche Anwesenheit von Papillen) wahrgenommen werden konnte (Abbildung 3.13), als Cal-
lose-Akkumulation unter Appressorien sichtbar wurde (Abbildung 3.11). Möglicherweise könnte 
jedoch in einigen Fällen eine schwache Callosefluoreszenz von Appressorien verdeckt werden, 
da die Papillen oft klein waren und vollständig unter dem Appressorium lagen. Eine Hemmung 
der Callose-Synthese mit dem Inhibitor DDG hatte keine Auswirkungen auf die Penetrationsre-
sistenz der Gerste gegenüber dem Nichtwirt-Isolat (Kapitel 3.3.3.2). Daher kann die Bedeutung 
der Callose für die Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe zunächst nicht geklärt werden 
(siehe auch Kapitel 4.2.2., Seite 152). 
 
Akkumulation von H2O2 in Papillen 
In der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe kam es insbesondere zum Zeitpunkt 24 h p.i zu 
einer starken Akkumulation von H2O2 in Zellwandappositionen unterhalb pilzlicher Appressorien 
(Abbildung 3.7). Dieser zeitpunktspezifische „oxidative burst“ ist als charakteristisches Phäno-
men in Gerstenpflanzen bekannt, die eine Penetrationsresistenz gegen das Wirt-Pathogen Bgh 
bzw. eine NWR gegen Bgt aufweisen (Hückelhoven, 2001). Beispielsweise akkumulieren resis-
tente Pflanzen des Genotyps mlo-5 nach Bgh-Infektion während der Ausbildung von Papillen in 
nahezu 100 % der Fälle H2O2 in den Zellwandappositionen. Auch bei der Nichtwirt-Interaktion 
zwischen Gerste und Bgt kann eine Akkumulation von H2O2 in Zellwandappositionen bzw. gan-
zen Zellen beobachtet werden (Hückelhoven, 2001).  
Interessanterweise waren bei der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe DAB-gefärbte Be-
reiche unter den Appressorien und seltener auch gefärbte Epidermiszellen von zahlreichen 
Makrovesikeln umgeben (Abbildung 3.6), ein Phänomen welches bereits bei der Gerste/Bgh-
Interaktion beschrieben wurde (Hückelhoven et al., 1999). Diese Vesikel fluoreszierten neben 
ihrer Braunfärbung in vielen Fällen unter UV-Licht (möglicherweise Anwesenheit von phenoli-
schen Substanzen innerhalb der Vesikel) und umgaben das jeweilige Appressorium bzw. die 
Epidermiszelle konzentrisch. Letztlich könnten sie Zellwandbestandteile, partiell polymerisierte 
Phenole, Peroxidasen und H2O2 enthalten (Hückelhoven et al., 1999) und entlang des auf die 
Penetrationsstelle polarisierten Aktincytoskeletts in Richtung Penetrationsstelle des Pathogens 
transportiert werden (Opalski et al., 2005). Durch Membranfusion der Vesikelmembran mit der 
Zielmembran können die transportierten Substanzen letztlich abgegeben werden und am Zielort 
beispielsweise zur Papillenbildung beitragen. Hier ist die Beteiligung von SNARE-Proteinen 
wahrscheinlich, welche an Membranfusionsprozessen beteiligt sind. Ein Einfluss des SNARE-
Proteins Pen1 auf die NWR Arabidopsis/Bgh sowie von Ror2 auf die NWR Gerste/Bgt wurde 
mehrfach beschrieben (Collins et al., 2003; Trujillo et al., 2004b). Dagegen scheint Ror2 keine 
Bedeutung für die NWR zwischen Gerste und Magnaporthe zu haben (Jarosch et al., 2005) 
(vgl. Kapitel 4.2.1.1., Polarisierung des Aktincytoskeletts).  
Neben der Akkumulation von H2O2 in Papillen wurde in der Nichtwirt-Interaktion Gers-
te/Magnaporthe H2O2 verstärkt in einigen wenigen Epidermis- und Mesophyllzellen gebildet. 
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Diese „zweite Phase“ des „oxidative burst“ ist bei der Interaktion von Gerste mit Bgh eng an 
eine rassenspezifische Resistenz gebunden (Hückelhoven et al., 2000).  
 
Findet eine H2O2-Produktion, wie in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe, zu frühen 
Zeitpunkten vorzugsweise in den Papillen statt, kann ein toxischer Effekt des H2O2 als eine Art 
erste Abwehrlinie gegen das Eindringen des Pathogens wirken. Außerdem kann H2O2 Polymere 
innerhalb der Zellwand vernetzen und damit die physikalische Widerstandsfähigkeit der Zell-
wandappositionen stärken (Brisson et al., 1994). H2O2 kann darüber hinaus eine HR initiieren 
(Levine et al., 1994) oder als sekundärer Botenstoff innerhalb einer Pflanze wirken (Trujillo et 
al., 2004a). Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass H2O2 und andere ROS die Etablierung 
nekrotropher Pathogene, die sich auch von abgestorbenem Gewebe ernähren können, wie bei-
spielsweise Botrytis cinerea, begünstigen (Asselbergh et al., 2007). So kann die Kolonisierung 
mit Botrytis z.B. durch das Sprühen antioxidativer Agenzien verhindert werden (Elad, 1992). 
Außerdem wird während der Besiedlung von Phaseolus vulgaris und Arabidopsis mit Botrytis 
cinerea H2O2 produziert (von Tiedemann, 1997; Gomez-Gomez und Boller, 2002). 
 
Infiltration eines toxischen Kulturfiltrates des Pathogens Bipolaris sorokiniana (Braunfleckigkeit) 
in Gerstenpflanzen induziert eine starke H2O2-Bildung an der Infiltrationsstelle, insbesondere bei 
Pflanzen des Genotyps mlo (Kumar et al., 2001). Da mlo-Pflanzen auch auf eine Infektion mit 
Bgh mit einer verstärkten H2O2-Bildung reagieren, wurde eine Rolle des Mlo-Proteins als regu-
lierendes Element des Redox-Status der Zelle vorgeschlagen (Hückelhoven et al., 2001). Dies 
würde auch erklären, warum es in mlo-Pflanzen nach Infektion mit Bgh zu einer massiven Ex-
pression von Abwehr-assoziierten Genen kommt (Zierold et al., 2005). Der veränderte Redox-
Haushalt der Zelle wurde daraufhin als Ursache für die Hypersuszeptibilität von Mutanten im 
Mlo-Lokus gegen M. oryzae postuliert (Jarosch et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte 
jedoch in der Wirt-Interaktion von Gerste gegenüber M. oryzae kein signifikanter Einfluss des 
Mlo-Lokus auf die H2O2-Bildung detektiert werden (Abbildung 3.7). 
  
Neben H2O2 haben auch andere ROS, wie beispielsweise das Superoxid (O2
●-), eine wichtige 
Bedeutung im Verlauf von Pflanze/Pathogen-Interaktionen. So wurde postuliert, dass Superoxid 
in Pflanzen Zelltod auslöst (Doke, 1983). Dies konnte in Arabidopsis lsd1-Mutanten (lesion si-
mulating disease 1) bestätigt werden (Jabs et al., 1996). In der Interaktion von Gerste mit Pilzen 
des Echten Mehtaus akkumuliert Superoxid vorzugsweise in penetrierten Zellen. Die Anwesen-
heit von Superoxid korreliert hier, im Gegensatz zur Akkumulation von H2O2 in resistenten 
Pflanzenzellen, mit einer Anfälligkeit der Zellen (Trujillo et al., 2004a). Die Analyse der Bedeu-
tung von Superoxid für die Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe könnte eine interessante 
Fragestellung für weitere Untersuchungen dieser Interaktion darstellen. 
 
Ror1 und Rar1 wirken ambivalent auf die Penetrationsresistenz  
Neben Resistenzgenen, die an der primären Pathogen-Perzeption beteiligt sind, wirken eine 
Vielzahl von Genen „downstream“ in der Signaltransduktionskette, die durch eine Pathogener-
kennung aktiviert wird (Shirasu und Schulze-Lefert, 2000; Azevedo et al., 2002). Für die Auf-
rechterhaltung der jeweiligen Resistenzen sind diese Gene ebenso essentiell wie die Re-
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sistenzgene selber. So können Gerstenpflanzen des Genotyps mlo durch eine Mutation in den 
Ror-Genen (required for Mlo-specified resistance) sowie Pflanzen des Genotyps Mla durch Mu-
tation der Rar-Gene (required for Mla-specified resistance) ihre Resistenz gegen Bgh verlieren 
(Freialdenhoven et al., 1994; Freialdenhoven et al., 1996). Auch bei der Wirt-Interaktion von 
Gerste und M. oryzae verstärken Mutationen in Rar1 und Ror1 die Anfälligkeit dieser Mutanten, 
reduzieren also deren basale Resistenz (Jarosch et al., 2005). Im Gegensatz dazu konnte 
makroskopisch kein Einfluss von Mutationen der beiden Gene auf die Nichtwirt-Interaktion von 
Gerste mit dem Magnaporthe-Isolat CD180 beobachtet werden. Mikroskopisch wurde dagegen 
sichtbar, dass eine Mutation in Ror1 (ror1-2) unabhängig vom Mlo-Lokus der Gerste zu einer 
Reduktion, eine Mutation in Rar1 (rar1-2) zu einer Steigerung der Penetrationsresistenz gegen-
über dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat führte (Abbildung 3.18). Dieser Effekt spiegelte im We-
sentlichen die Wirkung von Ror1 und Rar1 auf die Wirt-Interaktion mit M. oryzae wider (Jarosch 
et al., 2005) und lässt eine positive Regulation der Penetrationsresistenz durch Ror1 sowie eine 
antagonistische Wirkung von Rar1 in der Gerste/Magnaporthe-Interaktion vermuten. Auch in 
der Nichtwirt-Interaktion von Gerste mit dem Echten Mehltau des Weizens (Bgt) steigerte Ror1 
Mlo-unabhängig die Penetrationsresistenz der Pflanzen. Dagegen konnte kein Einfluss von 
Rar1 auf diese Interaktion (Trujillo et al., 2004b) und die Wirt-Interaktion von mlo-5-Pflanzen mit 
Bgh beobachtet werden (Freialdenhoven et al., 1996; Peterhänsel et al., 1997). Die bei der 
Wirt-Interaktion gegen M. oryzae beschriebene, das Wachstum im Mesophyll begrenzende Wir-
kung von Rar1 (siehe auch Kapitel 4.4) konnte im Verlauf der Nichtwirt-Interaktion nicht beo-
bachtet werden, da hier der Pilz das Mesophyll nicht besiedelte. 
 
Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung des bisher nicht klonierten Ror1-Gens in der Aktin-
abhängigen Resistenzantwort der Pflanze wurden von Jarosch et al. (2005) publiziert. Cytocha-
lasin-abhängige Inhibition der Aktinpolymerisation führte in Pflanzen des Genotyps mlo-5 und 
nach Resistenzinduktion durch DCINA sogar in Mlo- und mlo-5-Pflanzen konzentrationsabhän-
gig zu einer Reduktion der Rate an gebildeten Papillen, die vergleichbar mit dem Ror1-Effekt 
ist. Auch in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe wurde nach Cytochalasin-Behandlung 
im mlo-5-Hintergrund eine deutliche Reduktion der Penetrationsresistenz beobachtet (Abbil-
dung 3.19). Darüber hinaus zeigte sich bei Behandlung von Trippelmutanten (mlo-5 ror1-2 
rar1-2) mit Cytochalasin keinerlei Auswirkung auf die Rate gebildeter Papillen (Abbildung 3.19). 
Cytochalasin scheint demnach den selben Stoffwechselweg zu beeinflussen, der auch durch 
die Mutation in den Genen Ror1 und Rar1 betroffen ist. Zusammenfassend sprechen diese Er-
gebnisse und die Ergebnisse von Jarosch et al. (2005) für eine Funktion von Ror1 in der Polari-
sation des Aktincytoskeletts. 
 
Die hier beschriebenen Arbeiten belegen eine antagonistische Wirkung der Gene Ror1 und 
Rar1 auf die Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Magnaporthe. Dies ist nach ihrem Ein-
fluss auf die Resistenzgen-vermittelte Wirt-Resistenz gegen Bgh (Freialdenhoven et al., 1994; 
Freialdenhoven et al., 1996) und die Basalresistenz in kompatiblen Interaktionen mit M. oryzae 
(Jarosch et al., 2005) der dritte Resistenztyp, der von den beiden Genen in Gerste beeinflusst 
wird. Die Ergebnisse weisen auf gemeinsame Signaltransduktionswege zwischen den ver-
schiedenen Resistenzformen hin. 
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Exogen applizierte Abscisinsäure beeinflusst die Penetrationsresistenz 
Eine Bedeutung des Phytohormons ABA bei der Reaktion von Pflanzen auf den Befall mit pilzli-
chen Pathogenen ist unumstritten, jedoch sehr vielschichtig (Flors, 2005). Zahlreiche Untersu-
chungen weisen zwar auf Änderungen im endogenen ABA-Level während Pflanze/Pathogen-
Interaktionen hin, es besteht jedoch keine in allen Pathosystemen gültige Beziehung zwischen 
endogenen ABA-Konzentrationen und Anfälligkeit bzw. Resistenz der Pflanzen (Cahill, 1989; 
McDonald, 1999).  
Bezüglich des hemibiotrophen Pathogens M. oryzae scheint, unabhängig von der Wirtpflanze, 
eine exogene Applikation von ABA die Anfälligkeit der Pflanzen zu erhöhen (Reis: (Koga et al., 
2004), Gerste: Abbildung 3.22). Dagegen wird die Resistenz von Gerstenpflanzen gegen den 
biotrophen Erreger Bgh durch ABA-Applikation gesteigert (Wiese et al., 2004). Diese Ergebnis-
se weisen darauf hin, dass die Wirkung des Phytohormons ABA abhängig von dem Lebenstil 
des jeweiligen Pathogens sein könnte. Eine antagonistische Wirkung verschiedener Phytohor-
mone auf die Pathogenese von biotrophen bzw. nekrotrophen Pathogenen ist bekannt. So spie-
len bei biotrophen Pathogenen in vielen Fällen Salicylsäure-abhängige Signaltransduktionsvor-
gänge eine Rolle, bei nekrotrophen Pathogenen dagegen Jasmonsäure-abhängige Wege 
(Thomma et al., 2001; Flors, 2005). Ebenso könnte ABA die Entwicklung von Pathogenen ver-
schiedener Lebensstile gegensätzlich beeinflussen. 
Bei der Nichtwirt-Interaktion zwischen Gerste und dem Magnaporthe-Isolat CD180 konnte die 
Penetrationsresistenz von Gerste unabhängig vom Mlo-Lokus durch exogene ABA-Applikation 
gesteigert werden (Abbildung 3.23, persönliche Kommunikation Sylvia Ulferts). In der Wirt-
Interaktion wurde die Penetrationsresistenz dagegen nicht beeinflusst (Abbildung 3.22). Nur 
Pathogene, die bereits die Pflanzenzellen penetriert hatten, konnten nach ABA-Behandlung 
schneller in Epidermis und Mesophyll der Pflanze vordringen. Dieser Effekt von ABA bleibt ver-
mutlich in der Nichtwirt-Interaktion verborgen, da das Nichtwirt-Pathogen in den meisten Fällen 
vor der Penetration einer befallenen Epidermiszelle gestoppt wird.  
Die gesteigerte Penetrationsresistenz von Gerste in der Nichtwirt-Interaktion könnte durch eine 
schnelle, verstärkte Akkumulation von Callose in den Papillen bedingt werden, die von ABA 
induziert werden kann (Flors, 2005; Ton et al., 2005). Eine kausale Bedeutung von Callose für 
die NWR Gerste/Magnaporthe konnte allerdings bisher nicht validiert werden (vgl. Kapitel 
4.2.1.1, Nicht alle Papillen scheinen Callose zu enthalten). Neben Callose könnten auch andere 
Faktoren an der Steigerung der Penetrationsresistenz nach ABA-Behandlung beteiligt sein. 
Beispielsweise könnte die Expression von Genen der Gerste, die für Lipid Transfer Proteine 
kodieren, durch ABA induziert werden (Molina und Garcia-Olmedo, 1993; Hughes, 2006). Auf-
grund der vielfältigen Bedeutung von LTPs in der Resistenz von Pflanzen (Kapitel 4.3.3.1, 
LTPs), könnte eine Akkumulation von LTPs die Penetrationsresistenz der Gerste steigern.  
Im Gegensatz zu Wildtyppflanzen wurde der Anteil effektiver Papillen von Gerstentrippelmutan-
ten (mlo-5 ror1-2 rar1-2) nach ABA-Behandlung leicht gesenkt (Abbildung 3.23). In Schließzel-
len von Commelina communis konnte eine Bedeutung von ABA für die Depolymerisation von 
Aktinfilamenten beobachtet werden (Hwang und Lee, 2001). Da Ror1 vermutlich auf die Aktin-
polymerisation der Zellen nach Pathogenbefall wirkt (Kapitel 4.2.1.1, Ror1 und Rar1 wirken am-
bivalent auf die Penetrationsresistenz), könnte nach Mutation von Ror1 der negative Effekt auf 
die Aktinpolymerisation durch ABA-Behandlung verstärkt werden. 
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4.2.1.2 Die Penetrationsresistenz kann schrittweise reduziert werden  
Zusammenfassend konnte durch den Einsatz von Gerstenmutanten sowie Inhibitoren eine 
schrittweise Reduktion der Penetrationsresistenz (gemessen an der Rate gebildeter Papillen) 
von einem Ausgangswert von etwa 70 % auf einen Minimalwert von ca. 30 % erreicht werden 
(Abbildung 4.3). So bildeten unbehandelte Pflanzen des Genotyps Mlo Ror1 Rar1 den prozen-
tual größten Anteil an Papillen aus. Durch eine Mutation des Mlo-Lokus kam es zu einer leich-
ten Reduktion der Papillenbildungsrate, die im Weiteren durch Applikation der Inhibitoren Cyto-
chalasin und AIP signifikant reduziert werden konnte. Unbehandelte Pflanzen, die Mutationen in 
den Genen Mlo, Rar1 und Ror1 (mlo-5 ror1-2 rar1-2) trugen, erreichten etwa ein vergleichbares 
Level an penetrationsresistenten Papillen wie mlo-5-Pflanzen nach AIP- oder Cytochalasin-
Behandlung. Die größte Reduktion der Penetrationsresistenz wurde durch eine Kombination 
von mlo-5 ror1-2 rar1-2-Trippelmutanten und AIP-Behandlung erzielt.  
 
 
 
Abbildung 4.3: Reduktion der 
Penetrationsresistenz von 
Gerste gegen Nichtwirt-Isolate 
von Magnaporthe.  
Gerstenpflanzen des ange-
gebenen Genotyps wurden mit 
Wasser (-), Cytochalasin (Cyto) 
oder AIP behandelt und an-
schließend mit dem Magnapor-
the Nichtwirt-Isolat CD180 der 
Wirtpflanze Pennisetum infi-
ziert. Dargestellt ist aus-
schließlich der Anteil an ge-
bildeten Papillen als Maß für 
die Penetrationsresistenz der 
Pflanze. 
 
Mit der Penetrationsresistenz konnte die erste Abwehrbarriere der Gerste gegen das Magna-
porthe Nichtwirt-Pathogen, die wie beschrieben aus einem Komplex verschiedener Abwehrme-
chanismen besteht, deutlich reduziert werden (maximal 40% Reduktion). Vergleichbare Expe-
rimente mit der Nutzpflanze Weizen konnten durch Inhibierung der Enzyme PAL und CAOMT 
maximal eine Reduktion der Penetrationsresistenz gegenüber dem Nichtwirt-Pathogen Bgh von 
8 % erreichen (Bhuiyan et al., 2009).  
In einem nächsten Schritt wurden pflanzliche Abwehrmechanismen, die nach der Penetration 
des Pathogens wirken, untersucht. 
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4.2.2 Postpenetrationsresistenz stoppt das Nichtwirt-Pathogen in der Epidermis 
 
HR von Epidermiszellen ist assoziiert mit NWR 
Das Durchwachsen nicht effektiver Papillen durch den Pilz bzw. ein vollständiges Fehlen der 
Penetrationsabwehr an einzelnen Infektionsstellen resultierte in einer Invasion der attackierten 
Epidermiszelle. Fluoreszenzmikroskopisch korrelierte das Eindringen des Pathogens in die Epi-
dermis mit einer starken Autofluoreszenz der betroffenen Zelle (Abbildung 3.12). Diese beruht 
nach Koga et al. (1988) auf einer Akkumulation phenolischer Substanzen in den Zellwänden 
und wird als Indikator für das Absterben von Pflanzenzellen im Rahmen einer hypersensitiven 
Reaktion gesehen (Koga, 1988). Als charakteristischer Abwehrmechanismus der „Postpenetra-
tionsresistenz“ tritt die HR bei vielen rassenspezifischen Wirt-Resistenzen (Hückelhoven et al., 
1999) aber auch bei einigen NWR auf, beispielsweise bei der Interaktion von Phytophthora in-
festans mit verschiedenen Nichtwirt-Pflanzen (Vleeshouwers et al., 2000; Kamoun, 2001). Auch 
bei der Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Bgt werden penetrierende Pathogene durch 
eine HR abgewehrt (Trujillo et al., 2004a; Trujillo et al., 2004b). Untersuchungen des Infektions-
verlaufs über mehrere Tage verdeutlichten, dass die Entwicklung des Nichtwirt-Isolats in der 
Interaktion Gerste/Magnaporthe mit seinem Eindringen in die Epidermis abgeschlossen zu sein 
scheint (Abbildung 3.13) (Zellerhoff et al., 2006).  
 
Das Nichtwirt-Isolat bildet nur primäre Infektionshyphen aus 
Im Gegensatz zur Wirt-Interaktion konnten in der Nichtwirt-Interaktion nur selten Infektions-
hyphen innerhalb der Epidermis detektiert werden. Hyphen des Nichtwirt-Isolates unterschieden 
sich darüber hinaus in Länge und Morphologie deutlich von den blasenförmigen, verzweigten 
Infektionshyphen der Wirt-Interaktion (Kankanala et al., 2007) (Abbildung 3.10E). Es waren 
meist nur sehr kurze, dünne Infektionshyphen sichtbar (Abbildung 3.10G), in seltenen Fällen 
erreichten die Hyphen die gegenüberliegende Epidermiszellwand ohne dabei ihren Hyphen-
durchmesser zu verändern.  
Diese auffälligen Charakteristika des Nichtwirt-Isolats ähneln Beobachtungen von Heath et al. 
(1990) bei inkombatiblen bis schwach kompatiblen Interaktionen von M. oryzae mit Reis, 
Eragrostis bzw. Eleusine. Heath unterschied hier zwischen einem primären (3 µm Durchmes-
ser, unverzweigt, Wachstum Richtung Mesophyll) und einem sekundären (6 µm Durchmesser, 
verzweigt, paradermales Wachstum) Stadium der Infektionshyphen von Magnaporthe. Während 
das primäre Stadium mit Resistenz oder nur schwacher Anfälligkeit der entsprechenden Wirt-
pflanze und dem Absterben der betroffenen Epidermiszelle assoziiert war und niemals zu einer 
Ausbreitung des Pilzes bis ins Mesophyll führte, korrelierte das sekundäre Stadium in der Regel 
mit einer Anfälligkeit der Pflanze. In dem Übergang zwischen primärem und sekundärem Stadi-
um wurde eine grundsätzliche Veränderung der Pflanze/Pilz-Interaktion vermutet, die sowohl 
Form als auch Orientierung des Hyphenwachstums sowie letztlich das Schicksal der betroffe-
nen Pflanzenzelle bestimmen könnte (Heath, 1990). Der Grund für die reduzierte Entwicklung 
von Infektionshyphen in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe könnte neben einem 
hemmenden Einfluss der Papillen oder der HR in weiteren, bisher nicht bekannten Postpenetra-
tionsmechanismen der Pflanze liegen (Niks, 2002 ; Neu et al., 2003). Außerdem könnte entwe-
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der von Seiten des Pilzes die Fähigkeit fehlen, das Umschalten vom primären ins sekundäre 
Hyphenstadium zu bewerkstelligen oder von Seiten der Pflanze fehlen die Signalmoleküle, die 
dem Pilz das Umschalten zum sekundären Hyphenstadium signalisieren. 
 
Autofluoreszenz nicht-kollabierter Mesophyllzellen korreliert mit NWR 
Charakteristischerweise trat bei der Nichtwirt-Interaktion, insbesondere bei Pflanzen des Geno-
typs mlo-5 und der Trippelmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2, eine Fluoreszenz nicht kollabierter Zel-
len des Mesophylls unterhalb fluoreszierender, befallener Epidermiszellen auf (Abbildung 3.13, 
3.19) (Zellerhoff et al., 2006). Ein ähnliches Phänomen wurde bereits für die schwach kompatib-
le Interaktion von M. oryzae mit Eragrostis und Eleusine beschrieben (Heath, 1990). So 
beobachtete auch Heath eine starke Autofluoreszenz und eine Änderung im Brechungsindex 
von Zellwänden der Mesophyllzellen unter infizierten Epidermiszellen. Auffälligerweise konnte in 
betroffenen Mesophyllzellen mikroskopisch kein Pilzwachstum detektiert werden. Die Zellen 
scheinen, auch ohne direkten Kontakt mit dem Pathogen, mit einer HR auf die Infektion zu rea-
gieren. Dies könnte letztlich auf eine Signalweiterleitung von befallenen Epidermiszellen an 
Nachbarzellen zurückgeführt werden. Das Absterben von angrenzender Zellen nach Infektion 
einer Einzelzelle, also eine Art fortschreitender Zelltod, ist auch bei den Arabidopsis-Mutanten 
acd1 und acd2 bekannt (Yao und Greenberg, 2006). Sie kann als eine Art Frühwarnsystem von 
infizierten für nicht-infizierte Zellen angesehen werden.  
Die Mesophyll-HR könnte im Rahmen der Postpenetrationsresistenz der Gerste einen Beitrag 
zur NWR liefern. Da eine Reduktion der Mesophyll-HR durch den Inhibitor AIP (Abbildung 3.19) 
allerdings nicht zu fortschreitendem Pathogenwachstum, sondern lediglich zu einer Steigerung 
der Rate an epidermaler HR führt, scheinen noch andere Mechanismen zur Postpenetrations-
resistenz beizutragen. Neben der mikroskopischen Untersuchung belegten qPCR-Analysen, 
dass in der Nichtwirt-Interaktion das Pilzwachstum in sehr frühen Entwicklungsstadien gestoppt 
wurde und es nicht zu einem invasivem Hyphenwachstum im Mesophyll kam (Abbildung 3.17) 
(Zellerhoff et al., 2006). Die geringe Menge pilzlicher Biomasse in infizierten Blättern während 
der Nichtwirt-Interaktion spricht für die Effektivität der zellulären Abwehr. 
 
In der Wirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe konnte das Wirt-Pathogen dagegen nach Invasion 
der Epidermis in vielen Fällen mit sekundären Infektionshyphen ungehindert in das Mesophyll 
eindringen (Abbildung 3.13). Parasitierte Mesophyllzellen kollabierten infolgedessen, starben ab 
und konnten dem hemibiotrophen Pathogen als Nahrungsquelle dienen (Jarosch et al., 1999; 
Jarosch et al., 2003; Jarosch et al., 2005). Auch Heath et al. (1990) beschrieb eine strikte Kor-
relation zwischen kollabierten, autofluoreszierenden Mesophyllzellen und dem Wachstum von 
M. oryzae in der kompatiblen Interaktion mit Eragrostis. qPCR-Analysen, in denen die Zunahme 
pilzlicher Biomasse im Verlauf einer M. oryzae-Infektion quantifiziert wurde (Zellerhoff et al., 
2006), korrelierten mit mikroskopischen Untersuchungen von Marcel Thieron (Dissertation 
1993), die mikroskopisch das Hyphenwachstum von M. oryzae in Reis anhand des Takahashi-
Indexes quantifizierten (Thieron, 1993). Mit beiden Methoden konnte eine starke Zunahme des 
Pilzwachstums ab dem Zeitpunkt 48 h p.i. detektiert werden.  
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Kapselt Callose das Nichtwirt-Pathogen in Epidermis bzw. Mesophyll ein? 
Bereits 24 h p.i. kam es in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe zu einer Akkumulation 
von Callose in Epidermis und Mesophyll (Abbildung 3.11). Die Zellwände aller betroffenen Zel-
len waren vollständig von Callose ummantelt (Abbildung 3.10). Auch in der Wirt-Interaktion von 
rom1-Mutanten der Gerste (Mla12 rar1-2 rom1) mit M. oryzae konnte eine vergleichbare Akku-
mulation von Callose im Mesophyll beobachtet werden (Abbildung 3.44). Da bei rom1-Pflanzen 
das Wachstum des Wirt-Pathogens im Mesophyll stark eingeschränkt wird und es infolgedes-
sen zu deutlich kleineren Krankheitssymptomen als bei Mla12 rar1-2 Rom1-Pflanzen kommt 
(Abbildung 3.43), könnte hier und auch in der Nichtwirt-Interaktion ein wachstumsbegrenzender 
Einfluss der Callose eine Rolle spielen. Gegen eine kausale Bedeutung der Callose für die 
NWR Gerste/Magnaporthe spricht allerdings, dass eine Behandlung der infizierten Gersten-
pflanzen mit dem Inhibitor der Callosesynthese DDG zu keinerlei makro- oder mikroskopisch 
sichtbarem Einfluss auf die NWR führte (Kapitel 3.3.3.2).  
Im Gegensatz zur Nichtwirt-Interaktion ging in der Wirt-Interaktion von Pflanzen des Wildtyps 
mit M. oryzae eine Callose-abhängige Fluoreszenz mit dem Hyphenwachstum des Pathogens 
in Epidermis und Mesophyll einher (Abbildung 3.11). Große Mengen an Callose akkumulierten 
besonders an den Zellwänden, an denen Magnaporthe von einer Zelle in die Nächste vordrang. 
Da Callose-Synthese durch abiotische Stressituationen, beispielsweise mechanische Reibung, 
ausgelöst werden kann (Skou, 2008), könnte in dem hier beschrieben Fall das Vordringen des 
Pathogens von Zelle zu Zelle die Calloseakkumulation induzieren.  
 
Neben der Akkumulation von Callose in Pflanzenzellen ist die intrazelluläre Anfärbung von Pilz-
hyphen durch Anilinblau ein interessantes Phänomen (Abbildung 3.10). Sowohl Infektions-
hyphen des Magnaporthe Nichtwirt- als auch des Wirt-Isolates scheinen demnach von einem 
dünnen Callosemantel umgeben zu sein. In Zusammenhang mit Resistenz wurde dieses Phä-
nomen bei der Interaktion Arabidopsis/Bgh beschrieben. Hier werden die Haustorien des Pilzes 
in Callose eingekapselt, was mit einem Stopp des Wachstums korreliert. Obwohl die Akkumula-
tion von Callose also in vielen Fällen mit der Resistenz von Pflanzen assoziiert ist, sind Arabi-
dopsis-Mutanten bekannt, die trotz eines Defekts in der Callose-Synthese weniger anfällig ge-
gen Pathogenbefall sind als Wildtyp-Pflanzen. Beispielsweise können verschiedene natürli-
cherweise virulente Echte Mehltau-Pilze sowie Peronospora parasitica in Arabidopsis-gsl5-
Mutanten (glucan synthase-like 5) schlechter wachsen als in GSL5-Wildtyp-Pflanzen (Jacobs et 
al., 2003). Auch die Resistenz von Mutanten im Gen pmr4 (powdery mildew resistant 4), die 
aufgrund einer Mutation in der Callose-Synthase keine Callose synthetisieren können, wird ge-
steigert (Nishimura et al., 2003).  
 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Penetrationsresistenz von Gerste 
gegenüber dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 mit verschiedenen Pflanzenreaktionen 
korrelierte: 
• Ror1-abhängige, frühe Polarisierung des Aktincytoskeletts,  
• frühzeitige Akkumulation von H2O2  in Zellwandappositionen, 
• Akkumulation phenolischer Komponenten unterhalb der Penetrationsstelle. 
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Folgende zelluläre Reaktionen könnten an der Postpenetrationsresistenz beteiligt sein: 
• Absterben von Epidermis- und Mesophyllzellen im Rahmen einer HR,  
• fehlende Stimuli zur Ausbildung von sekundären Infektionshyphen bei dem Nichtwirt-Isolat, 
• Einkapselung des Pilzes durch Calloseablagerungen in Epidermis und Mesophyll. 
 
4.2.3 NWR basiert auf einer koordinierten Abfolge bestimmter Pflanzenreaktio-
nen 
Werden alle cytologischen Untersuchungen (Kapitel 4.2) zusammenfassend betrachtet, wurden 
insgesamt qualitativ vergleichbare cytologische Reaktionen in Wirt- und Nichtwirt-Interaktion 
beobachtet. Diese unterschieden sich jedoch im Zeitpunkt ihres Auftretens im Verlauf der Inter-
aktion sowie in der Stärke ihrer Ausprägung (Abbildung 4.4). 
In der Nichtwirt-Interaktion trat eine frühzeitige Polarisation des Aktincytoskeletts zur Penetrati-
onsstelle des Pathogens auf (20 h p.i., Abbildung 3.9), die zu diesem Zeitpunkt in der Wirt-
Interaktion nur schwach ausgeprägt war. 24 h p.i. kam es zu einer gegenüber der Wirt-
Interaktion deutlich verstärkten Akkumulation von H2O2, Callose und Phenolen in Papillen bzw. 
Epidermis und Mesophyll der betroffenen Pflanze (Abbildung 4.4, Werte > 0). Einzig die Akku-
mulation Trypanblau-gefärbter Zellen, die vermutlich mit einem Zelltod des betroffenen Gewe-
bes assoziiert ist, fand erst zum Zeitpunkt 48 h p.i. verstärkt in der Nichtwirt-Interaktion statt.  
 
 
Abbildung 4.4: Zeitliche Abfolge zellulärer Reaktionen 
im Vergleich von Nichtwirt- und Wirt-Interaktion.  
Färbungen in Nichtwirt- und Wirt-Interaktion wurden mit 
Hilfe folgender Formel verglichen:  
Ʃ FärbungNW - Ʃ FärbungW 
Färbung = prozentuale Häufigkeiten mit denen Interakti-
onsstellen in Kategorien mit einer Färbung des Gewebes 
eingeordnet wurden; bei der Akkumulation phenolischer 
Substanzen wurden nur Färbungen von Epidermis und 
Mesophyll berücksichtigt.  
Ein Wert größer 0 steht für eine größeren Anteil gefärb-
ter Interaktionsstellen in der Nichtwirt-Interaktion, klei-
ner 0 für eine größeren Anteil gefärbter Interaktionsstel-
len in der Wirt-Interaktion. Die Abbildung stellt Mittel-
werte von Diaminobenzidin (DAB)-, Anilinblau (AB)- und 
Trypanblau-Färbungen bzw. der Autofluoreszenz (AF) von 
Pflanzen des Kultivars IngridMlo und der Rückkreuzungs-
linie BCIngridmlo-5 dar. Es wurde der Durchschnitt aus 
mehreren unabhängigen Untersuchungen gebildet. 
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Zu späteren Zeitpunkten akkumulierten alle untersuchten Substanzen ebenfalls in der Wirt-
Interaktion, sodass die sichtbare Färbung quantitativ entweder der Nichtwirt-Interaktion ent-
sprach (Abbildung 4.4, Werte = 0) oder diese sogar übertraf (Abbildung 4.4, Werte < 0). Die 
cytologischen Reaktionen der Pflanze scheinen jedoch zu diesem späten Stadium der Pilzent-
wicklung keinen Einfluss mehr auf die Abwehr zu haben, sondern mit einer allgemeinen Aktivie-
rung des pflanzlichen Stoffwechsels (Stressantwort) zu korrelieren. Dies steht im Einklang mit 
Arbeiten, in denen die Akkumulationen von PR-Genen sowie eine gesteigerte Enzymaktivität in 
Assoziation mit forciertem Pathogenwachstum beobachtet wurden (Jarosch et al., 1999; Ja-
rosch et al., 2003). 
 
Nachdem eine Reduktion der Penetrationsresistenz von Gerste gegenüber dem Magnaporthe 
Nichtwirt-Pathogen durch Einsatz von Inhibitoren und Mutanten möglich war (Kapitel 4.2), muss 
das Ziel weiterer Untersuchungen sein, den Faktor zu identifizieren, der die Ausbildung sekun-
därer Infektionshyphen (Heath, 1990) und damit vermutlich das Wachstum eines Nichtwirt-
Isolates in Epidermis und Mesophyll verhindert (Bruch der Postpenetrationsresistenz). Ein Inhi-
bitor, der die Epidermis-HR unterdrückt/beeinflusst, würde hierfür einen ersten wichtigen Ansatz 
liefern. Mit Hilfe von Cordycepin, einem Inhibitor der Transkription, der in der Interaktion Gers-
te/Bgh eine Reduktion der HR bewirkt (Schiffer et al., 1997), konnte dieser Effekt in der vorlie-
genden Arbeit nicht erzielt werden.  
Letztlich könnte eine kombinierte Inhibierung von Penetrations- und Postpenetrationsresistenz 
zu einer Etablierung des Nichtwirt-Isolates in der Pflanze führen. So wurde bei der Nichtwirt-
Interaktion von Arabidopsis mit Bgh die NWR durch den kombinierten Einsatz von Mutationen in 
Genen, die für die Prä- (pen2) und Postpenetrationsresistenz (sag101, pad4) notwendig sind, 
gebrochen (Ellis, 2006). Ebenso konnte sich das Nichtwirt-Pathogen Bgt in eds1-Arabidopsis-
Mutanten nach Applikation des Aktin-Polymerisationsinhibitors Cytochalasin E etablieren (Yun 
et al., 2003). Aufgrund bisher nicht verfügbarer annotierter Mutanten der Gerste ist eine syste-
matische Untersuchung vergleichbar mit der bei Arabidopsis jedoch schwierig. 
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4.3 Das epidermale Transkriptom von Gerste nach Magnaporthe-
Befall 
Die cytologische Charakterisierung der Interaktion von Gerste mit Pilzen der Gattung Magna-
porthe (Kapitel 4.2) verdeutlicht, dass sowohl nach Befall mit dem Wirt- als auch dem Nichtwirt-
Pathogen eine Vielzahl an Reaktionen innerhalb der infizierten Zellen aktiviert werden (Polari-
sierung Aktincytoskelett, Akkumulation von H2O2, Callose und Phenolen) (Abbildung 4.4). Diese 
zunächst rein histologischen Beobachtungen wurden in einem nächsten Schritt durch eine 
Transkriptomanalyse ergänzt. Letztlich sollten durch Verknüpfung der cytologischen Ergebnisse 
mit den Genexpressionsdaten die Gesamtzusammenhänge, die zur NWR führen, besser ver-
standen werden.  
 
4.3.1 Auswahl des experimentellen Designs 
Das Genom von Gerste wird auf etwa 5000 MB geschätzt und ist noch nicht vollständig se-
quenziert. 2004 wurde jedoch ein 22 K microarray der Gerste entwickelt (22 K Barley1 Gene-
Chip microarray, Affymetrix), mit dem die Expression von etwa 22.000 Genen parallel analysiert 
werden kann (Close et al., 2004). Mittlerweile ist darüber hinaus ein 44 K microarray verfügbar 
(Agiland, persönliche Kommunikation P. Schweizer, IPK Gatersleben). Außerdem wurden unter 
Ausnutzung der Ressourcen des IPK Gatersleben (CREST-Datenbank, The IPK Crop EST da-
tabase) mehrere projektspezifische Macroarrays von einzelnen Arbeitsgruppen erstellt (z.B. 
(Zierold et al., 2005; Eichmann et al., 2006)). Der in dieser Arbeit verwendete Macroarray bar-
leyPGRC1 repräsentiert etwa 25 % der geschätzten Gesamtheit des Gerstentranskriptoms. Da 
insbesondere Genfragmente aus einer cDNA Bibliothek mehltauinfizierter Gerste (HO Biblio-
thek, IPK Gatersleben) (Zierold et al., 2005) auf dem Array fixiert sind, die auf dem Affymetrix 
22 K Barley1 GeneChip microarray nicht berücksichtigt wurden, eignet er sich sehr gut für Un-
tersuchungen von Pflanze/Pathogen-Interaktionen in epidermalem Gewebe (Gjetting et al., 
2007). 
 
Papillen und Epidermis-HR stellten die dominierenden Penetrationsresistenz- und Postpenetra-
tionsresistenz-Mechanismen der NWR dar (Abbildung 3.13). In seltenen Fällen kam es darüber 
hinaus bei Gerste, die mit dem Nichtwirt-Isolat infiziert wurde, auch zu einer hypersensitiven 
Reaktion des Mesophylls. Diese Mesophyll-HR war jedoch dadurch gekennzeichnet, dass kein 
Hyphenwachstum im Mesophyll sichtbar wurde, der Pilz also in der Epidermis verblieb.  
Aufgrund dieser cytologischen Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, dass die für die NWR 
entscheidende Genexpression in der Epidermis stattfinden muss. Epidermisspezifische Gen-
expression der Gerste nach Pathogenangriff wurde bereits in Zusammenhang mit Bgh-
Infektionen beschrieben (Gregersen et al., 1997; Schweizer et al., 1999). Das Gen für ein Oxa-
lat Oxidase-ähnliches Protein wird beispielsweise ausschließlich in Pathogen-infizierter Epider-
mis transkribiert (Abbildung 3.26). Der Prozentsatz an epidermalem Gewebe in Ganzblätter 
beträgt aufgrund des großen Anteils an Mesophyll nur ungefähr 5% (Zierold et al., 2005). Daher 
sollte in der vorliegenden Arbeit durch den Einsatz von abgezogener Epidermis eine Verdün-
nung epidermisspezifischer Transkripte in Ganzblättern vermieden werden. Auf diese Weise 
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wurde außerdem der Anteil infizierter Zellen prozentual erhöht und damit die Wahrscheinlich-
keit, Abwehr-spezifische Gene zu identifizieren, gesteigert. Eine weitere, noch spezifischere 
Möglichkeit zur Anreicherung infizierten Pflanzenmaterials ist die Nutzung von Microkapillaren 
(Brandt et al., 1999; Brandt et al., 2002) oder speziellen Lasern (Day et al., 2005), mit denen 
nur ausgewählte, infizierte Zellen aus dem Gewebeverband getrennt und in die Expressions-
analyse eingesetzt würden. Das Verfahren der Microinjektion ermöglichte bereits die verglei-
chende Untersuchung von infizierten Gerstenzellen, die nach Bgh-Befall verschiedene Abwehr-
reaktionen ausbilden (Gjetting et al., 2007). Diese Art der Untersuchung würde sich für die Zu-
kunft auch in der Gerste/Magnaporthe-Interaktion anbieten. 
 
Neben der besonderen Rolle der Epidermis für die NWR ergaben die cytologischen Untersu-
chungen, dass der Zeitpunkt 24 h p.i. eine wichtige Rolle in der Nichtwirt-Interaktion spielt. So 
konnte zu diesem Zeitpunkt eine starke Akkumulation von H2O2, Callose und phenolischen 
Substanzen beobachtet werden (Abbildung 4.4). Außerdem lag bereits 20 h p.i. eine im Ver-
gleich zur Wirt-Interaktion verstärkte Polarisierung des Aktincytoskeletts hin zur Penetrations-
stelle des Pathogens vor (Abbildung 3.9). Zu früheren Zeitpunkten (12 h p.i.) wurden dagegen 
nur vereinzelt cytologische Reaktionen sichtbar (Abbildung 3.7). Es kann geschlossen werden, 
dass zumindest Teile dieser zu 24 h p.i. beobachteten cytologischen Vorgänge die Folge von 
veränderter Genexpression zu Zeitpunkten früher als 24 h p.i. sein müssen. Resultierend aus 
diesen Beobachtungen erfolgte die Auswahl der Erntezeitpunkte von Blattmaterial 6, 12 und 24 
h p.i. für die Macroarray-Analyse. Bezüglich des Pilzwachstums auf Gerstenpflanzen wurden 
durch diese Wahl verschiedene Entwicklungsstadien abgedeckt:  
6 h p.i.    ausgebildeter Keimschlauch, Beginn der Appressoriumbildung;  
12 h p.i.  Appressorium in den meisten Fällen ausgebildet, Beginn der Penetration;  
24 h p.i.  Penetration, primäre Infektionshyphe wächst in Epidermis ein;  
alternativ: Abwehr in Korrelation mit Papillen und Epidermis-HR. 
 
Durch eine Anlehnung des experimentellen Designs (Tabelle 3.3) an bereits durchgeführte Un-
tersuchungen zur Genexpression im System Gerste/Bgh (Zierold et al., 2005) wurde im Rah-
men eines Kooperationsprojektes mit dem IPK Gatersleben und der BASF Plant Science eine 
vergleichende Metaanalyse mit drei verschiedenen Paaren von adaptierten bzw. nicht-
adaptierten Pathogenen der Gerste möglich (s. Kapitel 4.6.2, Zellerhoff et al., unveröffentlicht). 
 
4.3.2 NWR korreliert mit einer frühen und starken Genregulation 
Die statistische Auswertung der Macroarray-Analyse ergab unter Verwendung einer FDR ≤ 5 % 
und ausschließlicher Betrachtung mindestens zweifach regulierter Gene eine Vielzahl signifi-
kant differentiell regulierter Gene in der Wirt- und Nichtwirt-Interaktion (Tabelle 3.4). Nach Befall 
der Pflanzen mit dem Nichtwirt-Isolat konnten über alle Untersuchungszeitpunkte gesehen deut-
lich mehr regulierte Gene detektiert werden, als nach Befall mit dem Wirt-Pathogen (Abbildung 
4.5). Diese Ergebnisse korrelieren mit vergleichenden Untersuchungen von Wirt- und Nichtwirt-
Interaktion im System Arabidopsis/Echter Mehltau. Auch hier wurden in der Nichtwirt-Interaktion 
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im Vergleich zur Wirt-Interaktion zu frühen Zeitpunkten (8 bis 24 h p.i.) wesentlich mehr Gene 
reguliert (Zimmerli et al., 2004).  
 
Durch die Verwendung des DI (Differentialindex) als quantitativem Maß für differentielle Genak-
tivität über alle Untersuchungszeitpunkte hinweg, konnte über die Anzahl der regulierten Gene 
hinaus ein quantitativer Effekt auf die Amplitude der Genregulation in der Nichtwirt-Interaktion 
beobachtet werden (Abbildung 3.31). Demnach wurden nicht nur mehr Gene in der Nichtwirt-
Interaktion reguliert, sondern diese auch stärker induziert bzw. reprimiert als in der Wirt-
Interaktion. Dies weist auf eine qualitative und quantitative Aktivierung der Transkriptionsma-
schinerie der Pflanze durch das Nichtwirt-Pathogen hin. Bei genauerer Betrachtung der DI-
Werte wurde allerdings festgestellt, dass die meisten Transkripte nicht mehr als zweifach zu 
allen Untersuchungszeitpunkten reguliert wurden (DI größer 0,33 bzw. kleiner -0,33) (Abbildung 
3.31). Auffälligerweise wurden reprimierte Gene der Nichtwirt-Interaktion im Durchschnitt quanti-
tativ stärker reguliert als induzierte Gene.  
Mit Hilfe des DIs konnten bereits bei der Interaktion von Gerste mit Bgh quantitative Unter-
schiede zwischen resistenten mlo-5- und anfälligen Mlo-Pflanzen gefunden werden (Zierold et 
al., 2005). Bei resistenten mlo-5-Pflanzen wurde die gesamte Genexpression wesentlich stärker 
reguliert als bei anfälligen Mlo-Pflanzen. Dies könnte auf eine negative Kontrolle der allgemei-
nen Genexpression durch das Mlo-Protein hinweisen. Resistenz korreliert also sowohl bei der 
Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Magnaporthe, als auch bei der nicht-rassen-
spezifischen Wirt-Resistenz von Gerste des Genotyps mlo gegenüber Bgh mit einem quantitati-
ven Effekt auf die Genexpression.  
Bei einem statistischen Vergleich der Verteilung von DI-Werten in der Nichtwirt-Interaktion 
Gerste/Bgt und der Interaktion von resistenten mlo-5-Pflanzen mit Bgh konnten große Überein-
stimmungen detektiert werden (Zellerhoff et al., unveröffentlicht). Dies weist auf eine funktionel-
le Verknüpfung zwischen der NWR von Gerste gegenüber Bgt und der starken basalen Resis-
tenz von mlo-Gerste gegen Bgh hin. Die überraschende Tatsache, dass auch die DI-Werte der 
Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Magnaporthe mit denen der resistenten mlo-
Pflanzen vergleichbar waren, mag darauf hinweisen, dass die NWR funktional eng verwandt mit 
der Basalresistenz gegenüber Wirt-Pathogenen ist (Zellerhoff et al., unveröffentlicht). 
 
Über den Gesamtverlauf des Untersuchungszeitraums von 6 bis 24 h p.i. kam es interessan-
terweise zu einer gegenläufigen Bewegung der Genregulation bei der Wirt- und Nichtwirt-
Interaktion (Abbildung 4.5). Während die Zahl der regulierten Gene in der Nichtwirt-Interaktion 
von ihrem Maximum bei 6 h p.i. über den Zeitverlauf der Infektion absank, stieg die Zahl regu-
lierter Gene der Wirt-Interaktion gleichzeitig an. Der Trend zur frühen Genregulation in der 
Nichtwirt-Interaktion konnte anhand von Differenzen zwischen den Werten von Wirt- bzw. 
Nichtwirt-Interaktion zu 6 h p.i. bei der COA-Analyse bestätigt werden (Abbildung 3.28). Ein 
ähnliches Phänomen wurde bei NWR-spezifisch regulierten Genen der Interaktion von Gerste 
mit Bgt im Vergleich zur Wirt-Interaktion mit Bgh beobachtet (Eichmann et al., 2006). 
In Verbindung mit den cytologischen Untersuchungen (Kapitel 4.2) fällt der Zusammenhang 
zwischen einer sehr frühen Genregulation (6 h p.i.) und früher mikroskopisch sichtbarer Reakti-
on (24 h p.i.) der Pflanzenzellen in der Nichtwirt-Interaktion und später Genregulation (≥ 24 
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h p.i.) sowie später zellulärer Reaktion (> 48 h p.i.) in der Wirt-Interaktion ins Auge (vgl. Kapitel 
3.2 und 3.4). Dies weist auf eine koordinierte, sequentielle Abfolge von molekularen und zellulä-
ren Ereignissen im Rahmen der NWR hin.  
 
 
Abbildung 4.5: Verteilung differentiell regulier-
ter Gene der Wirt- und Nichtwirt-Interaktion im 
Verlauf der Infektion. Grundlage der Abbildung 
sind Gene aller vier biologischen Replikate der 
Macroarray-Analyse, die mindestens zweifach 
spezifisch in Wirt- bzw. Nichtwirt-Interaktion 
reguliert sind (FDR ≤ 5.). Gene, die in beiden 
Interaktionen gleichzeitig reguliert wurden, 
werden in der Graphik nicht berücksichtigt. Als 
dunkelgraue Balken und im positiven Bereich 
der y-Achse aufgetragen sind die induzierten 
Gene, mittelgrau und im negativen Bereich der 
y-Achse aufgetragen die reprimierten Gene. 
 
 
Zusammenfassend können folgende Aussagen getroffen werden: 
 
• In der Nichtwirt-Interaktion findet eine starke Regulation von vielen Genen statt. 
• Frühe Genregulation (6 h p.i.) in der Nichtwirt-Interaktion korreliert mit früher cytologischer 
Reaktion (24 h p.i.). 
• Spätere Genregulation (≥ 24 h p.i.) in der Wirt-Interaktion als in der Nichtwirt-Interaktion 
korreliert mit später cytologischer Reaktion (> 48 h p.i.). 
• Die NWR zwischen Gerste und Magnaporthe ähnelt auf Ebene der regulierten Gene der 
mlo-vermittelten Basalresistenz Gerste/Bgh. 
 
4.3.3 Das Nichtwirt-Pathogen löst charakteristische Veränderungen im Trans-
kriptom aus, die auf eine Änderung im Pflanzenstoffwechsel hindeuten 
In der Nichtwirt-Interaktion wurden insgesamt 180 Gene gegenüber nicht-infizierten Pflanzen 
und der Wirt-Interaktion differentiell reguliert (Tabelle 3.4). Durch eine Einordnung der potentiel-
len Produkte dieser Gene in funktionale Kategorien (superbins) mit Hilfe von MapMan barley 
(Sreenivasulu et al., 2008) wurde zunächst ein Überblick über ihre mögliche Bedeutung im 
Pflanzenstoffwechsel möglich (Abbildung 3.33). Bei den induzierten Kandidatengenen konnte 
eine Überrepräsentation von Genen, die Lipidstoffwechsel und Stress zuzuordnen waren, beo-
bachtet werden (Abbildung 3.34, links). Im Vergleich zu Nichtwirt-Interaktionen von Gerste mit 
anderen Pilzen (Bgt, Puccinia triticina) scheint insbesondere die signifikante Induktion von Ge-
nen des Lipidmetabolismus charakteristisch für die NWR gegenüber Magnaporthe zu sein (Zel-
lerhoff et al., unveröffentlicht). Im Gegensatz dazu zeigte sich unter den reprimierten Genen 
eine Überrepräsentation der funktionalen Kategorie Photosynthese und außerdem der Katego-
rie Stickstoff-Stoffwechsel (Abbildung 3.34, rechts).  
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Bei einigen der spezifisch in der Nichtwirt-Interaktion regulierten Genen unterschied sich die 
Expression über alle drei Untersuchungszeitpunkte gesehen sehr deutlich von der Wirt-
Interaktion (Abbildung 3.32). Folglich können diese Gene als qualitative Markergene der NWR 
betrachtet werden und ihre Genprodukte könnten potentiell mit der Abwehr des Nichtwirt-
Pathogens assoziiert sein. 
 
4.3.3.1 Induzierte Gene der NWR 
Zu den 20 Genen mit den jeweils höchsten DI-Werten gehören Gene, die für mindestens fünf 
verschiedene Lipid Transfer Proteine (Anhang II, Alignment der LTP-kodierenden Kandidaten-
gene), die Ascorbat Peroxidase, einige Stress-assoziierte Proteine (beispielsweise SGT1), ein 
Cytochrom p450 und zahlreiche Proteine unbekannter oder nicht in funktionale Kategorien ein-
zuordnender Funktion kodieren (Tabelle 3.5). Im Folgenden soll für einige ausgewählte Kandi-
daten dieser Markergene eine mögliche Bedeutung in der NWR Gerste/Magnaporthe diskutiert 
werden. 
 
Lipid Transfer Proteine 
Insbesondere die während der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe große Anzahl signifi-
kant regulierter Gene, die für Lipid Transfer Proteine kodieren, lässt eine besondere Bedeutung 
des Lipidstoffwechsels für die NWR Gerste/Magnaporthe vermuten.  
Bei LTPs handelt es sich um kleine (9-10 kDa), basische Proteine, die in vitro den Transfer von 
Phospholipiden zwischen Membranen vermitteln und außerdem Acylketten binden können 
(Kader, 1996). Da sie in vivo jedoch sekretiert und damit in den Apoplasten abgegeben werden, 
ist eine intrazelluläre Funktion in der Membranbiosynthese auszuschließen (Sterk et al., 1991; 
Kader, 1996). Momentan wird die Funktion der LTPs in der Sekretion bzw. Ablagerung von li-
pophilen Materialien, z.B. Cutinen und Wachsen, auf der Pflanzenoberfläche (Ausbildung der 
Wachsschicht), in der Pathogenabwehr und in der Anpassung von Pflanzen an Veränderungen 
ihrer Umgebung gesehen (Sterk et al., 1991; Garcia-Olmedo et al., 1995; Kader, 1996; Sarowar 
et al., 2008).  
Die schon zu sehr frühen Zeitpunkten (ab 6 h p.i.) nach Kontakt mit dem Magnaporthe Nicht-
wirt-Isolat stark induzierte Expression LTP-kodierender Gene in Epidermis und auch in Ganz-
blättern von Gerste (Abbildung 3.36) könnte auf eine Beteiligung von LTPs an der NWR Gers-
te/Magnaporthe hinweisen. Darüber hinaus wird in der Wirt-Interaktion die Expression eines 
Typ 1 LTP Precursors signifikant reprimiert (s. Anhang II, Tabelle II.4). Auch nach einer Infekti-
on mit avirulenten und virulenten Isolaten von Bg können LTP-kodierende Gene in Gerste indu-
ziert werden (Molina und Garcia-Olmedo, 1993). Umfassende Transkriptomanalysen Bgt-
infizierter Gerste stellten jedoch keine signifikante Induktion von Lipidstoffwechsel-assoziierten 
Genen in dieser Nichtwirt-Interaktion fest (Zellerhoff et al., unveröffentlicht). In Pfeffer akkumu-
lieren LTP-spezifische Transkripte nach Behandlung mit Xanthomonas campestris (Jung et al., 
2003). Die Induktion von LTPs in Reiswurzeln geht einher mit der Appressoriumbildung des 
arbusculären Mycorrhizapilzes Glomus mosseae (Blilou et al., 2000).  
Außer durch ihre Pathogenresponsivität scheint die Expression LTP-kodierender Gene eben-
falls durch eine Behandlung von Pflanzen mit dem Phytohormon ABA gefördert zu werden 
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(Molina und Garcia-Olmedo, 1993; Hughes, 2006). So wird das Gen Blt4 von Gerste, dessen 
Produkt Ähnlichkeit mit bekannten LTPs von Mais aufweist, nach ABA-Behandlung stark indu-
ziert. Ebenso fällt auf, dass LTP4 (CW21) von Gerste kälteinduzierbar ist (Molina et al., 1996), 
ein häufig mit ABA assoziiertes Phänomen (Hajela et al., 1990). Die Beobachtung, dass ABA-
Applikation bei Gerste der Sorte Ingrid in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe zu einer 
erhöhten Bildungsrate von Papillen führt (Abbildung 3.23), könnte demnach mit einer Induktion 
der Expression von LTP-kodierenden Genen korrelieren. Die Untersuchung der Akkumulation 
LTP-spezifischer Transkripte in mit dem Nichtwirt-Pathogen inokulierten Pflanzen nach ABA-
Behandlung von Gerste könnte diese Vermutung bestätigen. 
Vergleichende Analysen verschiedener Array-Experimente (22 K Affymetrix Barley1 GeneChip) 
mit Hilfe des Online-Tools Genevestigator zeigten darüber hinaus eine Induktion des Gens für 
CW21 (LTP4) und eine schwache Induktion des CW18 (LTP2)-kodierenden Gens in rar1-2-
Pflanzen auf. Die gesteigerte Penetrationsresistenz dieser Gerstenmutanten (Abbildung 3.18) 
könnte ebenfalls in Korrelation mit der Akkumulation von LTPs in den Pflanzen stehen.  
Ein direkter Zusammenhang zwischen einer induzierten Expression LTP-kodierender Gene und 
einer Resistenz von Pflanzen wurde beispielsweise durch funktionelle Analysen in Pfeffer her-
gestellt. Hier führte eine Überexpression LTP-kodierender Gene zu einer gesteigerten Resis-
tenz, ein Silencing dagegen zu einer erhöhten Anfälligkeit gegen verschiedene Pathogene 
(Sarowar et al., 2009). Darüber hinaus rief die Überexpression von LTP2 der Gerste in Tabak 
und Arabidopsis verstärkte Resistenz gegen P. syringae pv. tabaci bzw. tomato und Botrytis 
cinerea hervor (Jung et al., 2005). 
 
Der Wirkmechanismus von LTPs in der Pathogenabwehr ist bisher weitgehend unbekannt und 
könnte darüber hinaus zwischen verschiedenen Pathosystemen variieren. Es gibt jedoch ver-
schiedene Hinweise auf mögliche funktionelle Angriffspunkte der LTPs in der Pflanzenabwehr: 
Schon seit längerer Zeit ist beispielsweise die antifungale Aktivität verschiedener LTPs in Gers-
te (Molina et al., 1993), Weizen (Sun et al., 2008), Arabidopsis (Arondel et al., 2000) und ande-
ren Pflanzen bekannt. Die Verteilung der LTPs 2-5 von Gerste (alternative Bezeichnungen in 
der Literatur für LTP2-4 = CW18-21) auf der äußeren epidermalen Zellschicht exponierter Ober-
flächen in fungitoxischer Konzentration könnte die Pflanze mit einem regelrechten Schutzschild 
gegen angreifende Pathogene versehen (Garcia-Olmedo et al., 1995). In der Nichtwirt-
Interaktion Gerste/Magnaporthe könnten sie auf diese Weise das Wachstum des Nichtwirt-
Isolates behindern, die Penetrationsresistenz verstärken und damit einen Beitrag zur NWR leis-
ten. 
Untersuchungen der Gerstenmutante emr1 (enhanced Magnaporthe resistance) weisen auf 
einen Zusammenhang zwischen Pathogenresistenz und der Zusammensetzung der pflanzli-
chen Wachsschicht auf der Blattoberfläche hin. Die Wachsschicht von emr1-Pflanzen ist ge-
genüber Wildtyppflanzen deutlich reduziert und in ihrer chemischen Zusammensetzung modifi-
ziert (Jansen und Schaffrath, unveröffentlicht). Interessanterweise zeigt die Mutante darüber 
hinaus eine gesteigerte Resistenz gegen M. oryzae (Jansen et al., 2007). Durch ihre Funktion in 
der Cutin-Biosynthese und der Sekretion von lipophilen Materialien auf der Pflanzenoberfläche 
könnten LTPs die Zusammensetzung der Wachsschicht qualitativ und quantitativ modifizieren 
und damit auf bisher unbekanntem Weg in der Pflanzenabwehr wirken. 
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Interessant ist auch die strukturelle Ähnlichkeit von LTPs zu Elicitinen (Blein et al., 2002). Dies 
sind kleine cysteinreiche, Lipid-bindende Proteine, die von phytopathogenen Oomyceten sekre-
tiert werden (Osman et al., 2001). Ein Elicitin von Phytophthora cryptogea bindet an putative 
Rezeptoren in der pflanzlichen Plasmamembran und aktiviert damit Signaltransduktionskaska-
den innerhalb der Pflanze. Für ein LTP von Reis konnten nun ähnliche Bindeeigenschaften für 
proteinhaltige Teile der Plasmamembran detektiert werden (Wang et al., 2009). In Tabak ver-
mitteln Elicitine HR und SAR (systemic aquired resistance) (Ponchet et al., 1999). Untersu-
chungen zu der Arabidopsis-Mutante dir1 (defective in induced resistance1), die in einem LTP-
kodierenden Gen mutiert ist (loss of function Mutation), zeigten, dass die Mutante unfähig ist, 
SAR auszubilden oder PR-Gene in systemischem Gewebe zu exprimieren (Maldonado et al., 
2002). Es wird nun vermutet, dass Dir1 mit einem Lipid-abgeleiteten Molekül interagiert und 
eine Rolle in der systemischen Signalweiterleitung innerhalb der Pflanze spielt.  
 
Zusammenfassend könnten LTPs demnach durch folgende Eigenschaften die NWR zwischen 
Gerste und Magnaporthe beeinflussen: 
• antifungale Wirksamkeit, Aufbau eines extrazellulären Schutzschilds, 
• Veränderung der Wachsschicht auf der Blattoberfläche, 
• Wirkung als Signalstoffe oder Co-Signalstoffe. 
 
Eine Analyse der Bedeutung von LTPs für die NWR von Gerste gegenüber Magnaporthe könn-
te im Weiteren durch Untersuchungen an transient transformierten Gerstenpflanzen durchge-
führt werden. Mittels VIGS (Kapitel 4.3.4) sollte zunächst die Transkription aller LTP-
kodierender Gene herunterreguliert und damit ein möglicher Einfluss auf die NWR evaluiert 
werden. Darüber hinaus könnte durch spezifisches Silencing einzelner LTPs eine mögliche in-
dividuelle Funktion der verschiedenen LTPs in der NWR eingegrenzt werden. 
 
Ascorbat Peroxidase 
Die Macroarray-Analyse ergab neben der Induktion von LTP-kodierenden Genen eine differen-
tielle Induktion eines für die Ascorbat Peroxidase (APOX) kodierenden Gens in der Nichtwirt-
Interaktion zum Zeitpunkt 12 h p.i. (Abbildung 3.35). qPCR-Analysen zeigten darüber hinaus, 
dass auch zu 6 und 24 h p.i. ein Trend zur verstärkten Expression des APOX-Gens während 
der Nichtwirt-Interaktion in epidermalem Gewebe besteht, wohingegen eine differentielle Akku-
mulation in Ganzblättern erst zu den relativ späten Zeitpunkten 48 bis 96 h p.i. stattfand (Abbil-
dung 3.37).  
Die Ascorbat Peroxidase ist ein Bestandteil des antioxidativen Systems von Pflanzen, zu dem 
auch Glutathion, α-Tocopherol, Carotenoide, Katalase, Glutathion Reduktase und Superoxid 
Dismutase gehören (Apel und Hirt, 2004). Dieses System hat die Aufgabe ROS, die zu einer für 
die Zellen toxischen Konzentration akkumulieren, abzubauen. Die APOX nutzt dabei Ascorbat 
als Elektronendonor, um die reaktive Sauerstoffspezies H2O2 abzufangen (Asada, 1988; 
Jespersen et al., 1997). Das Enzym kommt in verschiedenen Isoformen vor und wird unter-
schiedlichen Kompartimenten der Zelle zugeordnet. Die besonders gut untersuchte cytoplasma-
tische APOX schützt Chloroplasten unter Lichtstressbedingungen vor H2O2. Während chlo-
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roplastidäre APOX ebenfalls am antioxidativen Stoffwechsel beteiligt sind, ist die Rolle peroxi-
somaler APOX weitgehend unbekannt (Narendra et al., 2006).  
Über eine Funktion der APOX bei der Abwehr von Pathogenen ist bisher relativ wenig bekannt. 
In der Interaktion Gerste/Bgh konnte jedoch in suszeptiblen Pflanzen eine gesteigerte Ex-
pression von Genen, die für die APOX kodieren, detektiert werden (Hückelhoven et al., 2001). 
Dagegen fiel eine leicht erhöhte Expression von APOX- und Glutathion-S-Transferase-
kodierenden Genen in resistenten Gerstenpflanzen des Genotyps mlo-5 bei Bgh-Befall auf 
(Király, 2002). Die Überexpression eines APOX-ähnlichen Gens von Pfeffer bewirkt interessan-
terweise neben einer erhöhten Toleranz gegen oxidativen Stress die Resistenz der Pflanze ge-
gen Oomyceten (Sarowar et al., 2005). Diese Ergebnisse könnten auf eine bisher unbekannte 
Bedeutung der APOX für die Pflanzenresistenz schließen lassen. Sowohl die Interaktion von 
Gerste mit Bgh als auch die Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Magnaporthe beeinhal-
tet die zeitlich und räumlich wohl koordinierte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies im Zuge 
der Pathogenabwehr (Abbildung 3.7) (Hückelhoven et al., 1999). Die APOX könnte die Pflan-
zenzellen gegen ihre eigene Abwehrreaktion schützen. Denn neben ihrer fungitoxischen Wir-
kung schädigt das gebildete H2O2 auch die Pflanzenzelle.  
Erste funktionelle Analysen mit Hilfe der VIGS-Technologie (Kapitel 4.3.4) konnten nach Silen-
cing APOX-spezifischer Transkripte eine signifikant erhöhte Akkumulation von Callose in infi-
zierten Epidermiszellen der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe detektieren (Abbildung 
3.41). Diese Ergebnisse weisen entweder darauf hin, dass der Pilz in diesen Pflanzen weiter 
vordringen konnte als in Kontrollpflanzen oder aber sie weisen auf eine gesteigerte Responsivi-
tät von Pflanzen hin, in denen APOX-spezifische Transkripte herunterreguliert wurden. Eine 
mögliche Bedeutung der APOX für die NWR von Gerste gegenüber Magnaporthe soll in weite-
ren Versuchen verifiziert werden. 
 
SGT1 und HSP90 
Interessanterweise kam es nach Kontakt mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 in Gers-
te zum Zeitpunkt 6 h p.i. zu einer Induktion der Gene für die Resistenz-assoziierten Proteine 
SGT1 und HSP90 (Peart et al., 2002; Takahashi et al., 2003) (s. Anhang II, Tabelle II.8). Ob-
wohl HSP90 nicht zu den 20 Kandidaten mit dem höchstem DI gehört, soll seine Bedeutung an 
dieser Stelle in Zusammenhang mit SGT1 diskutiert werden. 
Zahlreiche aktuelle Studien belegen die auch in dieser Arbeit beobachtete Funktion von Rar1 in 
der Resistenz von Pflanzen gegen verschiedene Pathogene. Bei Gerste wird durch eine Muta-
tion in Rar1 die Mla-vermittelte Resistenz gegen Bgh gebrochen (Freialdenhoven et al., 1994), 
bei Arabidopsis die R-Gen vermittelte Resistenz gegen Pseudomonas und Peronospora 
(Muskett et al., 2002; Tornero et al., 2002). Die biochemische Funktion dieses kleinen Zink-
bindenden Moleküls mit zwei CHORD-Domänen ist bisher nicht bekannt, Rar1 könnte jedoch 
eine zentrale Rolle in vielen konservierten zellulären Prozessen von Tieren und Pflanzen spie-
len. SGT1 als essentieller Regulator des Zellzyklus ist dagegen in Pflanzen mit Untereinheiten 
eines SCF-(Skp1-Cullin-F-box) Typ E3 Ubiquitin-Ligase Komplexes assoziiert und verbindet 
vermutlich die Pflanzenabwehr mit der Ubiquitinierung und damit mit der Proteindegradations-
Maschinerie (Azevedo et al., 2002). Die CS-Domäne (CS = CHORD-SGT1) von SGT1 kann 
wiederum an das cytosolische heat shock protein 90 (HSP90), ein molekulares Chaperon, bin-
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den (Lee et al., 2004). Die Möglichkeit, dass Rar1 und SGT1 als Cochaperone von HSP90 fun-
gieren, wurde postuliert (Takahashi et al., 2003).  
Es ist bekannt, dass Rar1 mit den Proteinen SGT1 und HSP90 physikalisch interagiert und alle 
drei Komponenten für die Aufrechterhaltung der rassenspezifischen Wirt-Resistenz von Gerste 
gegenüber Bgh benötigt werden (Hein et al., 2005). Wird eines der drei Gene in Gerste durch 
VIGS herunterreguliert, kommt es zu einer signifikanten Steigerung der Penetration von Bgh, 
also einem Verlust der Resistenz. Die Tatsache, dass SGT1 neben seiner Bedeutung für ver-
schiedene R-Gen vermittelte Wirt-Resistenzen auch für die Ausprägung der NWR benötigt zu 
werden scheint, lässt eine Nutzung vergleichbarer molekularer Mechanismen bei der Resis-
tenzausbildung von Wirt- und Nichtwirt-Resistenz vermuten (Peart et al., 2002). Dafür spricht 
auch, dass SGT1 bei der NWR nur dort eine Rolle zu spielen scheint, wo eine phänomenologi-
sche Ähnlichkeit zur Wirt-Resistenz besteht (z.B. durch HR) (SGT1-abhängige Form der NWR). 
Die Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Magnaporthe könnte demnach der SGT1-
abhängigen Form der NWR zuzuordnen sein (Kapitel 4.2). Darüber hinaus spricht die Steige-
rung der Genexpression von SGT1 und HSP90 zu frühen Zeitpunkten in der Nichtwirt-
Interaktion für eine Bedeutung der zugehörigen Genprodukte in der NWR. Auch bei der Interak-
tion von Arabidopsis mit verschiedenen Pseudomonas-Isolaten wurde das Gen AtHSP90.1 bei 
der inkompatiblen Interaktion verstärkt zu 6 h p.i. transkribiert (Takahashi et al., 2003). 
Interessanterweise bildet eine kleine Rac/Rop GTPase von Reis (OsRac1) (vgl. Kapitel 4.5) mit 
Rar1 und HSP90 Komplexe aus. Hierbei scheinen Rar1 und HSP90 essentiell für die resistenz-
fördernde Wirkung von Rac1 gegenüber M. oryzae und Xanthomonas oryzae zu sein (Thao et 
al., 2007).  
 
4.3.3.2 Reprimierte Gene der NWR 
Nach Pathogenbefall kann die Expression pflanzlicher Gene durch das Pathogen supprimiert 
werden. Damit entwaffnet das Pathogen regelrecht die Pflanze und entzieht dieser die Möglich-
keit, adäquat auf den Pathogenangriff zu reagieren. Andererseits kann die Expression vieler 
entwicklungsabhängiger oder „housekeeping“ Gene auch von der Pflanze zugunsten einer op-
timalen Energieausnutzung für die Abwehr herunterreguliert werden.  
 
Unter den 20 in der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe differentiell reprimierten Genen 
mit dem niedrigsten DI-Wert wurden Gene identifiziert, die für ein putatives Membranprotein, 
zwei Methyltransferasen, ribosomale Proteine, mehrere Photosynthese-assoziierte Proteine 
sowie einige nicht zuzuordnende Proteine kodieren (Tabelle 3.5). Außerdem gehörte das be-
kanntermaßen in Epidermis nach Pathogenbefall induzierte Gen für ein Oxalat Oxidase-
ähnliches Protein zu den reprimierten Kandidatengenen (Gregersen et al., 1997). Auffälliger-
weise wurden die ersten vier der 20 am stärksten reprimierten Gene der Nichtwirt-Interaktion 
mehr als zweifach zu jedem Untersuchungszeitpunkt reprimiert, eine im Vergleich zu den indu-
zierten Genen (Kapitel 4.3.3.1) sehr starke Regulation. Die Bedeutung dieser reprimierten Gene 
für die NWR Gerste/Magnaporthe ist schwerer zu erklären als die der induzierten Markergene, 
da ein Großteil der Gene vermutlich ausschließlich zu Gunsten von Abwehr-induzierten Genen 
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herunterreguliert wurde. Die Repression der Gene könnte also als indirekter Hinweis für eine 
stark aktivierte Pflanzenabwehr gewertet werden.  
 
Interessanterweise konnte die Repression von Genen, die an der Photosynthese-Maschinerie 
beteiligt sind, auch bei der Nichtwirt-Interaktion von Arabidopsis mit Bgh sowie bei inkompatib-
len Wirt-Interaktionen beobachtet werden (Zimmerli et al., 2004). Gleichzeitig mit der reduzier-
ten Expression Photosynthese-assoziierter Gene wurde ein reduziertes Wachstum der betroffe-
nen Pflanzen nachgewiesen. Dies spricht dafür, dass die Aufrechterhaltung der NWR ein hohes 
Maß an Stoffwechselaktivität von der Pflanze fordert, was letztlich die Biomassebildung redu-
ziert. Bei Gerste konnte makroskopisch bei zwei Wochen alten Pflanzen kein Unterschied in 
Größe bzw. im Aussehen von Kontroll- und mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat behandelten 
Pflanzen beobachtet werden. Durch eine vergleichende Bestimmung des Trockengewichts bzw. 
durch Ertragsmessungen könnte dieser Aspekt genauer untersucht werden. 
 
4.3.4 Virus-induced Gene Silencing als Werkzeug zur funktionellen Analyse von 
Kandidatengenen 
Durch Macroarray-Analysen wurden in dieser Arbeit zahlreiche Gene identifiziert, die spezifisch 
in der Nichtwirt-Interaktion reguliert werden (Tabelle 3.5). Die Produkte dieser Gene könnten, 
wie in Kapitel 4.3.3 spekuliert wird, eine wichtige Rolle bei der Pathogenerkennung, 
Signaltransduktion oder der Umsetzung verschiedener Abwehrreaktionen im Verlauf der Nicht-
wirt-Interaktion spielen. Letztlich kann jedoch nur eine funktionelle Analyse die Bedeutung der 
betreffenden Proteine für die NWR Gerste/Magnaporthe klären. 
 
Methodisch stehen zur funktionellen Analyse von Kandidatengenen in Gerste verschiedene 
Ansätze zur Verfügung. Neben der Untersuchung stabiler Transformanten (Himmelbach et al., 
2007) können verschiedene transiente Methoden genutzt werden, welche die Analyse der 
Funktion von Genen in der Ausprägung eines bestimmten pflanzlichen Phänotyps in relativ kur-
zer Zeit möglich machen. So wird für die Interaktion Gerste/Bgh ein transienter Assay (TIGS, 
transient-induced gene silencing) verwendet, der zum Silencing sowie zur Überexpression des 
zu untersuchenden Gens eingesetzt werden kann (Douchkov et al., 2005). Dieser biolistische 
Ansatz ist jedoch für das System Gerste/Magnaporthe aufgrund technischer und infektionsspe-
zifischer Besonderheiten nicht geeignet (persönliche Kommunikation U. Schaffrath). Alternativ 
bietet sich der Einsatz der Virus-induced Gene Silencing (VIGS) Technologie zur Untersuchung 
induzierter Kandidatengene an. VIGS wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen in Gers-
te und Weizen mit dem barley stripe mosaic virus (BSMV) etabliert (Holzberg et al., 2002; 
Bruun-Rasmussen et al., 2007) und lieferte interessante Erkenntnisse über die Bedeutung 
einiger Gene für die Resistenz der Pflanzen gegen Bgh bzw. Bgt (Hein et al., 2005; Scofield et 
al., 2005). Eine Anwendung der VIGS-Technologie für Untersuchungen im System von Gerste 
mit Magnaporthe wurde bisher nicht publiziert.  
 
Da die BSMV-Infektion sehr empfindlich auf äußere Bedingungen reagiert, wurde zunächst im 
Rahmen einer Diplomarbeit eine Optimierung der Infektionsbedingungen an der RWTH Aachen 
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durchgeführt (Delventhal, 2009). Anschließend wurde exemplarisch die Auswirkung eines Si-
lencings des Mlo-Lokus auf die Infektion von Gerste mit Bgh, eine Interaktion die bereits mehr-
fach mit VIGS analysiert wurde, untersucht. Aufgrund des Mlo-abhängigen sehr deutlichen 
makro- und mikroskopischen Infektionsphänotyps der Interaktion von Gerste mit Bgh (Lyngkjaer 
et al., 2000) bietet sich Mlo als Ziel-Gen zur methodischen Überprüfung eines Gene Silencings 
an. So konnte bereits unter Nutzung des TIGS-Assays ein RNAi des Mlo-Gens durchgeführt 
und eine Phänokopie der mlo-vermittelten Resistenz gegenüber Bgh induziert werden 
(Douchkov et al., 2005). Hierbei war es möglich eine ca. 30 %ige Steigerung der Penetrations-
resistenz (Papillen) in betroffenen Zellen zu erzielen. Eine stabile Wirkung des Silencing über 
mehrere Tage konnte allerdings nur erreicht werden, wenn gleichzeitig eine Überexpression 
von Mlo in der betroffenen Zelle vorgenommen wurde. Die Suszeptibilität der Pflanzen musste 
also zunächst künstlich erhöht werden (Douchkov et al., 2005).  
In der vorliegenden Arbeit konnte mit VIGS sogar eine etwa 40 %ige Steigerung der Penetra-
tionsresistenz von Gerste gegenüber Bgh in Tertiärblättern erzielt werden (Abbildung 3.39), in 
denen die Akkumulation Mlo-spezifischer Transkripte herunterreguliert wurde (Delventhal, 
2009). Die Infektion mit nicht-modifiziertem BSMV führte in den meisten Versuchen zu einer 
Steigerung der Anfälligkeit der Gerste gegenüber Bgh. Im Gegensatz dazu konnten Hein et al. 
(2005) keinen Einfluss einer BSMV-Infektion auf die Gerste/Bgh-Interaktion detektieren. Auf 
Transkriptebene wurde die Hypersuszeptibilität der BSMV-infizierten Pflanzen von einer ver-
stärkten Akkumulation Mlo-spezifischer Transkripte begleitet (Delventhal, 2009), was mit Beo-
bachtungen von Piffanelli et al. (2002) zur Responsivität des Mlo-Lokus auf biotischen Stress 
korreliert. 
 
In einem nächsten Schritt wurde die Auswirkung eines Silencing des Mlo-Lokus auf die Gers-
te/M. oryzae-Interaktion überprüft, die aufgrund der Ambivalenz des Mlo-Lokus (Jarosch et al., 
1999) zu einer Hypersuszeptibilität betroffener Pflanzen führen sollte. Da die Anfälligkeit BSMV-
infizierter Pflanzen gegenüber M. oryzae im Vergleich zu Kontrollpflanzen allgemein stark er-
höht war, konnten Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen und Pflanzen, die mit dem modifi-
zierten BSMV mit inseriertem Mlo-Konstrukt infiziert wurden, nur auf cytologischer Ebene zu 
frühen Zeitpunkten nach Inokulation wahrgenommen werden (Delventhal, 2009). Dabei kam es 
durch das Silencing des Mlo-Lokus zum Zeitpunkt 48 h p.i. zu einer regelrechten Phänokopie 
des mlo-Genotyps. Die Penetrationsresistenz betroffener Pflanzen gegenüber M. oryzae war 
signifikant reduziert (Abbildung 3.40).  
 
Die VIGS-Technologie scheint sich demnach für eine Untersuchung der Gerste/Magnaporthe-
Interaktion zu eignen. In weiteren Analysen soll die Funktion ausgewählter Kandidatengene 
(Tabelle 3.5) für die NWR Gerste/Magnaporthe untersucht und damit die Verbindung zwischen 
differentieller Genregulation und Proteinfunktion hergestellt werden. Erste Hinweise für die Be-
deutung eines Gens für die NWR zwischen Gerste und Magnaporthe konnten anhand des Si-
lencings eines für die APOX kodierenden Gens erzielt werden (s. Kapitel 4.3.3.1, Ascorbat Pe-
roxidase). 
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4.4 ROM1 beeinflusst die Interaktion von Gerste mit Pilzen der Gat-
tung Magnaporthe 
Nachdem Rar1 als essentielle Komponente der Mla12-vermittelten Resistenz von Gerste gegen 
Bgh identifiziert worden war (Freialdenhoven et al., 1994), wurde in dem Gen Rom1 ein Gegen-
spieler zu Rar1 entdeckt (Freialdenhoven et al., 2005). Die Mutation von Rom1 konnte die Re-
sistenz anfälliger Mla12 rar1-2 Rom1-Pflanzen gegen Bgh wiederherstellen. Auf cytologischer 
Ebene äußert sich eine Mutation in Rar1 (rar1-2) bei der Interaktion Gerste/Bgh in einem Ver-
lust des für die Mla12-Resistenz typischen „oxidative burst“ und des anschließenden Abster-
bens der attackierten Zellen. Bei rom1-Mutaten dagegen sind sowohl „oxidative burst“ als auch 
HR wiederhergestellt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage gestellt, ob Rom1 neben der Interaktion von Gerste 
mit Bgh auch die Wirt- und Nichtwirt-Interaktion von Gerste mit Pilzisolaten der Gattung Magna-
porthe beeinflusst (Zellerhoff et al., 2008). Bei allen Untersuchungen muss allerdings beachtet 
werden, dass sowohl rar1-2- als auch rom1-Mutanten durch EMS-Mutagenese generiert wur-
den und zusätzliche Mutationen an anderen Stellen des Genoms, die ebenfalls einen Einfluss 
auf den Infektionsphänotyp haben könnten, nicht ausgeschlossen werden können. 
 
Die Mutation des Rom1-Lokus im rar1-2-Hintergrund (Mla12 rar1-2 rom1) bewirkte eine deutli-
che Steigerung der Anzahl und gleichzeitige Reduktion der Größe von Krankheitssymptomen 
nach M. oryzae-Infektion im Vergleich zu rar1-2-Pflanzen (Mla12 rar1-2 Rom1) (Abbildung 3.43) 
(Zellerhoff et al., 2008). Dieser Einfluss der rom1-Mutation auf die basale Resistenz von Gerste 
gegen M. oryzae steht im Gegensatz zu der Wirkung von Rom1 auf das Gerste/Bgh Patho-
system. In diesem Pathosystem konnte durch die rom1-Mutation (Mla12 rar1-2 rom1) nur ge-
genüber Isolaten von Bgh eine Rassen/Sorten-spezifische Resistenz wiederhergestellt werden, 
welche das AvrMla12 Gen besitzen. Gegenüber Pilzisolaten ohne das korrespondierende Avr-
Gen wurde dagegen kein Effekt von rom1 sichtbar (Freialdenhoven et al., 2005).  
 
4.4.1 Rar1 und Rom1 wirken antagonistisch auf die Penetrationsresistenz 
Mikroskopische Analysen ergaben, dass in rom1-Pflanzen nach Infektion mit M. oryzae die Pe-
netrationsresistenz der Gerste in Form von Papillen im Vergleich zu Wildtyppflanzen leicht re-
duziert war (Abbildung 3.46) (Zellerhoff et al., 2008). Im Gegensatz dazu konnte, wie auch in 
Experimenten von Jarosch et al. (2005), in rar1-2-Pflanzen eine leicht gesteigerte Penetrations-
resistenz beobachtet werden. Ein Einfluss von rom1 auf die Papillen-assoziierte Resistenz der 
Gerste konnte vermutlich in früheren Arbeiten nicht beobachtet werden, da diese bei der Mla12-
vermittelten Resistenz von Gerste gegenüber Bgh keine Rolle spielt, sondern diese Form der 
Resistenz mit Epidermis-HR assoziiert ist (Boyd et al., 1995). Im Gegensatz dazu korreliert die 
Abwehr von M. oryzae bekanntermaßen mit der Ausbildung von Papillen (Jarosch et al., 1999). 
So ist die Hypersuszeptibilität von mlo-5-Pflanzen mit einer signifikanten Reduktion der Bildung 
von Papillen assoziiert (Abbildung 3.13). Ein interessanter Ansatz für weitere Untersuchungen 
beträfe eine eventuell synergistische Wirkung von mlo- und rom1-Mutationen bezüglich einer 
Reduktion der Papillenresistenz. 
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Zusammenfassend scheint die Bedeutung von Rom1 und Rar1 für die Ausbildung von Papillen 
antagonistisch zu sein. Während Rom1 die Bildung von Papillen fördert, wird diese von Rar1 
inhibiert. Da bei rar1-2- und rom1-Pflanzen keine Unterschiede in der Calloseakkumulation in-
nerhalb von Papillen beobachtet werden konnten (Abbildung 3.44), scheint diese häufig Resis-
tenz-assoziierte Substanz in der untersuchten Interaktion keine Rolle zu spielen.  
 
4.4.2 Rar1 und Rom1 wirken antagonistisch auf das Wachstum des Pilzes im Me-
sophyll 
Ein Einwachsen von M. oryzae in das Mesophyll befallener Pflanzen wird auf cytologischer 
Ebene durch den Kollaps befallener Mesophyllzellen (HR-ähnlicher Zelltod im Mesophyll) be-
gleitet (Jarosch et al., 1999). Dieser Interaktionstyp konnte in rom1-Pflanzen häufiger beobach-
tet werden als in rar1-2-Pflanzen (Abbildung 3.45, 3.46). In früheren Arbeiten konnte der Anteil 
an HR-ähnlichem Zelltod im Mesophyll als Maß für die Suszeptibilität der Pflanze verwendet 
werden (Jarosch et al., 1999; Zellerhoff et al., 2006). Dies widerspricht im Fall der rom1-
Pflanzen den makroskopischen Beobachtungen (Reduktion der Symptomgröße in rom1-
Pflanzen im Vergleich zu rar1-2-Pflanzen). Das Wachstum von M. oryzae im Mesophyll und 
damit die Größe der Krankheitssymptome von rom1-Pflanzen muss demnach durch einen bis-
her unbekannten Mechanismus begrenzt werden.  
Möglicherweise spielt hierbei die Akkumulation von Callose im Mesophyll von rom1-Pflanzen 
eine entscheidende Rolle (Abbildung 3.44A). Dieser Interaktionstyp war bereits als charakteris-
tisch für die Interaktion von Mlo- und mlo-5-Pflanzen mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat 
CD180 identifiziert worden (Abbildung 3.11). Ein ähnliches Phänomen tritt bei der NWR von 
Arabidopsis gegenüber Bgh auf (Zimmerli et al., 2004). Auch hier akkumuliert Callose nach In-
fektion der Pflanzen mit Bgh in Zellen des Mesophylls und diese Akkumulation korreliert mit 
einer Resistenz der Pflanzen.  
Wie in der Interaktion von Gerste mit Bgh konnte in rom1-Pflanzen nach Inokulation mit M. ory-
zae eine im Vergleich zu rar1-2-Pflanzen und zu Kontrollpflanzen signifikant gesteigerte H2O2-
Produktion vorzugsweise in Papillen und Epidermis beobachtet werden (Abbildung 3.44B). 
Demnach wird auch in der Interaktion Gerste/Magnaporthe eine negative Wirkung von Rom1 
auf den „oxidative burst“ postuliert.  
Letztlich scheint die rom1-Mutation bezüglich des Wachstums von M. oryzae im Mesophyll an-
tagonistisch zu rar1-2 zu wirken, da die rar1-2-Mutation zu einer Vergrößerung der von M. ory-
zae verursachten Krankheitssymptome im Vergleich zum Wildtyp und eine Mutation in Rom1 zu 
einer Reduktion der Symptomgröße führt (Abbildung 3.43) (Jarosch et al., 2005).  
 
Zusammenfassend kann bei der Wirt-Interaktion von Gerste gegenüber M. oryzae eine antago-
nistische Wirkung von Rar1 und Rom1 in Hinblick auf Penetrationsresistenz und Wachstum des 
Pilzes im Mesophyll postuliert werden (Zellerhoff et al., 2008). Während Rom1 die Penetrations-
resistenz verstärkt und das Wachstum im Mesophyll fördert, reduziert Rar1 die Penetrationsre-
sistenz und wirkt einer Ausbreitung im Mesophyll entgegen. Freialdenhoven et al. (2005) ver-
mutete eine Suppression von Rom1 durch Rar1. Dies würde erklären, warum die Wirkung von 
rom1 nur im rar1-2 Hintergrund sichtbar wird. 
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4.4.3 Rom1 beeinflusst die Nichtwirt-Interaktion 
Wie bereits gezeigt wirken Rar1 und Rom1 antagonistisch auf Nichtwirt-Interaktionen von Gers-
te gegenüber den Echten Mehltaupilzen Bgt und Golovinomyces orontii (Freialdenhoven et al., 
2005). Die NWR wird durch Rar1 verstärkt, wohingegen sie durch Rom1 reduziert wird. Dieser 
Einfluss von Rom1 auf die NWR Gerste/Echter Mehltau wurde als potentieller Link zwischen 
rassenspezifischer Wirt-Resistenz und NWR gedeutet (Freialdenhoven et al., 2005).  
 
Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, scheint Rom1 ebenfalls die Nichtwirt-Interaktion zwi-
schen Gerste und Isolaten der Gattung Magnaporthe zu beeinflussen (Zellerhoff et al., 2008). 
Zwar konnte makroskopisch und mikroskopisch (Autofluoreszenzmikroskopie) (Abbildung 3.46) 
kein signifikanter Unterschied zwischen rar1-2- und rom1-Pflanzen beobachtet werden, es kam 
jedoch in rom1- aber nicht in rar1-2-Pflanzen zu einer Akkumulation PR1b-spezifischer 
Transkripte in der Nichtwirt-Interaktion (Abbildung 3.47). Darüber hinaus trat sogar in kontroll-
behandelten rom1-Pflanzen eine Transkriptakkumulation auf, allerdings erst zu späteren Zeit-
punkten nach Behandlung. Dies lässt auf eine entwicklungsbedingte oder in Reaktion auf die 
Sprühbehandlung induzierte PR1b-Akkumulation in rom1-Pflanzen schließen. Letztlich spricht 
die starke Akkumulation von PR1b-spezifischen Transkripten, insbesondere in infizierten rom1-
Pflanzen, für die gesteigerte Responsivität von Pflanzen mit einer Mutation in Rom1 im Ver-
gleich zu rar1-2-Mutanten. Dies unterstützt die Beobachtungen von Freialdenhoven et al. 
(2005).  
Die Bedeutung von PR1b in der Pathogenabwehr von Gerste ist bisher noch unbekannt und 
wird kontrovers diskutiert. Während in einigen Pathosystemen die Transkriptakkumulation von 
PR1b mit Anfälligkeit korreliert (Jarosch et al., 2003), wird in Studien von Schultheiss et al. 
(2003) eine Beteiligung von PR1b an der Penetrationsresistenz im Gerste/Bgh Pathosystem 
vorgeschlagen (Schultheiss, 2003). Bei der Nichtwirt-Interaktion von Gerstenpflanzen der Sorte 
Ingrid gegenüber Magnaporthe konnte eine Akkumulation PR1b-spezifischer Transkripte zum 
Zeitpunkt 24 h p.i. beobachtet werden (Abbildung 3.37). PR1b wird demnach sowohl in der 
Nichtwirt- als auch in der Wirt-Interaktion im Vergleich zu kontrollbehandelten Pflanzen verstärkt 
exprimiert, was für die Nutzung der gleichen Signaltransduktionskaskaden im Verlauf von bei-
den Interaktionen spricht.  
 
4.5 Rac1 fördert die Resistenz von Gerste gegen M. oryzae 
Kleine, monomerische RHO-verwandte Proteine von Pflanzen (ROPs, Rho of plants, oder auch 
RACs) sind Mitglieder der Ras-Superfamilie kleiner G-Proteine. RACs fungieren als regelrechte 
Schalter im pflanzlichen Signaltransduktionsnetzwerk und spielen bei einer Vielzahl zellulärer 
Prozesse eine Rolle (Schultheiss et al., 2003). Wenn die Proteine an GTP gebunden sind, lie-
gen sie in ihrer aktiven, GDP gebunden in ihrer inaktiven Form vor. Letztlich können regulatori-
sche Proteine und „upstream signalling“ die Hydrolyse von GTP und den GTP/GDP-Austausch 
und somit die Funktionalität der RACs regulieren (Schultheiss et al., 2005).  
Der Einfluss verschiedener RACs auf die Interaktion von Gerste mit Bgh wurde bereits ausführ-
lich untersucht (Schultheiss et al., 2002, 2003, 2005). Eine Überexpression (constitutively acti-
vated, CA) dieser RACs der Gerste führte in allen Fällen zu einer Steigerung der Anfälligkeit 
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gegen den Echten Gerstenmehltau Bgh, was für eine Funktion der RACs bei der Etablierung 
von Bgh in der Pflanze spricht. Die erhöhte Suszeptibilität ging charakteristischerweise einher 
mit einer reduzierten Akkumulation von H2O2 in den Papillen der Pflanzen sowie einer reduzier-
ten Penetrationsresistenz (Schultheiss et al., 2002; Schultheiss et al., 2005). Eine Überexpres-
sion von RACB führt außerdem zu einer Depolarisierung des Aktincytoskeletts, wodurch der 
intrazelluläre, Zellwand-gerichtete Vesikeltransport und damit die Papillenbildung eingeschränkt 
wird (Opalski et al., 2005). Interessanterweise wurde in CA HvRAC1-Pflanzen neben der be-
schriebenen Reduktion der Papillenbildung die H2O2-Akkumulation in Epidermiszellen gefördert. 
Eine Reaktion, die prinzipiell eher Resistenz-assoziiert ist.  
 
Im Gegensatz zu der Interaktion mit Bgh wurde in Überexpressionslinien von RAC1 die Resis-
tenz von Gerste gegen den Erreger des Reisbrandes M. oryzae gesteigert (Abbildung 3.48) 
(Pathuri et al., 2008). Dies spricht für eine ambivalente Rolle der RACs, wie auch des Mlo-
Lokus (Jarosch et al., 1999), bezüglich der Interaktion von Gerste mit Pathogenen unterschied-
lichen Lebensstils (Bgh = biotroph, M. oryzae = hemibiotroph). Außerdem weist es auf eine 
mögliche funktionelle Verbindung der Wirkung von RACs und Mlo hin (Schultheiss et al., 2002, 
2003; Miklis et al., 2007).  
Auf zellulärer Ebene zeichnete sich die gesteigerte Resistenz der Pflanzen durch die verstärkte 
Ausbildung von Papillen als Penetrationsbarrieren aus (Abbildung 3.49). Im Gegensatz zu 
RAC1 von Reis (OsRAC1), dessen Überexpression ebenfalls die Resistenz von Reispflanzen 
gegen M. oryzae förderte (Ono et al., 2001), konnte jedoch kein Einfluss auf die HR in Epider-
mis oder Mesophyll beobachtet werden. Ebenso konnte weder eine strikt Resistenz-assoziierte 
Akkumulation von Callose noch von H2O2 in CA Rac1-Pflanzen nach M. oryzae-Inokulation de-
tektiert werden (Daten nicht gezeigt). Wie bereits in der vorliegenden Arbeit diskutiert, scheint 
die Bildung penetrationsresistenter Papillen sowohl für die Basalresistenz schwach anfälliger 
Mlo-Pflanzen in der Wirt-Interaktion von Gerste mit M. oryzae (Jarosch et al., 1999) als auch für 
die NWR Gerste/Magnaporthe (Abbildung 3.13) eine entscheidende Rolle zu spielen.  
 
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann eine Funktion von RAC1 in der Basalresistenz von 
Gerste gegenüber M. oryzae postuliert werden (Pathuri et al., 2008). In diesem Zusammenhang 
wäre ein interessanter nächster Schritt die Untersuchung des Einflusses von RAC1 auf die 
Nichtwirt-Interaktion von Gerste gegenüber Magnaporthe.  
DISKUSSION 
 
  167 
4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick 
 
4.6.1 Nichtwirt-Resistenz von Gerste gegenüber Magnaporthe 
Aufgrund ihres cytologischen Infektionsphänotyps (Kapitel 3.2) kann die Nichtwirt-Interaktion 
zwischen Gerste und Pilzen der Gattung Magnaporthe dem Typ 2 der NWR nach Holub und 
Cooper (2004) zugeordnet werden. Diesem Typ der NWR gehören Interaktionen an, in denen 
der Pilz in der Lage ist Infektionsstrukturen auf der Pflanze zu entwickeln, die Infektion aber 
durch präformierte oder induzierte pflanzliche Abwehrmechanismen gestoppt wird (vgl. Einlei-
tung 1.1.1.1).  
 
Cytologische Abwehrmechanismen, die während der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Magnaporthe 
induziert werden, scheinen sich qualitativ nicht von den basalen Resistenzreaktionen der Wirt-
Interaktion zu unterscheiden, jedoch schneller und effizienter aktiviert zu werden (Abbildung 
4.4) (Thordal-Christensen, 2003). Dies könnte auf einer sehr frühen Erkennung des Nichtwirt-
Pathogens durch die Pflanze beruhen. Die Wahrnehmung des Nichtwirt-Pathogens wird ver-
mutlich über pilzspezifische PAMPs vermittelt, die in frühen Infektionsstadien durch trans-
membrane Rezeptoren der Pflanze detektiert werden (Nürnberger, 2005; Zellerhoff et al., 
2006). Hierbei könnte es sich um generelle, exogene Elicitoren des Pathogens (Gomez-Gomez 
und Boller, 2002; Nürnberger et al., 2004) oder um endogene Elicitoren (Abbauprodukte der 
pflanzlichen Zellwand) handeln (Vorwerk et al., 2004). Infolge der PAMP-Erkennung könnte, wie 
im Zickzack-Modell von Jones und Dangl (2006) beschrieben, eine PAMP-vermittelte Immunität 
(PTI) ausgelöst werden (Einleitung 1.1.1.2, Abbildung 1.1). Alternativ könnten ein oder mehrere 
Effektoren (potentielle Virulenzfaktoren) des Nichtwirt-Pathogens durch intrazelluläre LRR-
Rezeptoren der Pflanze detektiert werden und damit eine Effektor-vermittelte Immunität (ETI) 
auslösen (Mysore und Ryu, 2004). Für letzteres spricht die für die Nichtwirt-Interaktion Gers-
te/Magnaporthe charakteristische Postpenetrationsresistenz in Form von HR, die eine typische 
Reaktion im Rahmen der ETI darstellt. Darüber hinaus könnte ein Zusammenspiel von PTI und 
ETI die NWR bedingen.  
Im Gegensatz zur Nichtwirt-Interaktion scheint in der Wirt-Interaktion Gerste/M. oryzae, mögli-
cherweise durch ein verändertes Effektor-Spektrum der Wirt-Pathogene (Kapitel 4.1.3), keine 
oder eine verzögerte Erkennung des Pathogens stattzufinden. Infolgedessen würde die pflanzli-
che Abwehr, die PTI bzw. ETI bewirkt, nicht frühzeitig aktiviert, was in einer Effektor-vermittelten 
Anfälligkeit (ETS) resultiert (Jones und Dangl, 2006). Alternativ zu der fehlenden oder verzöger-
ten Erkennung des Pathogens durch die Pflanze könnten spezifische Virulenzfaktoren des Wirt-
Pathogens die induzierte Abwehr supprimieren, also eine Art „Entwaffnung“ der Pflanze bewir-
ken (Nürnberger, 2005) und damit ETS induzieren. Beide Möglichkeiten (fehlende Erkennung 
oder Suppression der Abwehr) würden zu einer verzögerten, in ihrer Stärke modifizierten Ab-
wehr und damit letztlich zu einer Anfälligkeit der Pflanze führen.  
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Die Gesamtheit aller cytologischen und molekulargenetischen Untersuchungen zur Nichtwirt-
Interaktion in dieser Arbeit wird abschließend in einem vereinfachten Modell zusammengefasst 
(Abbildung 4.6). Dieses veranschaulicht eine mögliche Abfolge von Reaktionen innerhalb einer 
Gerstenpflanze nach Befall mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Pathogen CD180.  
 
 
 
Abbildung 4.6: Modellvorstellung zum Ablauf der NWR in der Gerste/Magnaporthe-Interaktion.  
Die Zahlen 1-8 beschreiben den Verlauf der Infektion von Gerste mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Isolat CD180 der 
Wirtpflanze Pennisetum (nähere Beschreibung siehe Text).  
Rote Kreise = PAMPs bzw. Effektoren des Pathogens; im Zellkern (Nukleus) dargestellt sind einige repräsentative Gene, 
die spezifisch während der Nichtwirt-Interaktion reguliert werden; blaue Elipsen = Proteine mit einer möglichen Funkti-
on in der NWR; graue Kreise = Macrovesikel; gestrichelte, graue Linien = Actincytoskelett; gestrichelte schwarze Pfeile = 
Induktion; gestrichelte schwarze Linien = Repression; ZW = Zellwand, CM = Cytomembran, WS = Wachsschicht, 
Rp = Rezeptorprotein, LTP = Lipid Transfer Protein, ABA = Abscisinsäure, POX = Peroxidase, SOD = Superoxid-Dismutase, 
CaS = Callose-Synthase Komplex, NADPH-OxK = NADPH-Oxidase Komplex, PAL = Phenylalanin-Ammonium-Lyase, schraf-
fierter Bereich der Zellwand = Akkumulation von LTPs, schraffierter Bereich der Wachsschicht = Modifikation der 
Wachsschicht.  
 
Nach dieser Modellvorstellung läuft die Nichtwirt-Interaktion zwischen Gerste und Magnaporthe 
in folgenden Schritten ab: 
1)  Anhaften von Magnaporthe-Isolat CD180 auf der Pflanzenoberfläche, Bildung des Keim-
schlauches, Ausbildung des Appressoriums, PAMP/Effektor-Freisetzung (ab 0-6 h p.i.).  
2)  Perzeption von PAMPs/Effektoren des Pilzes durch membranständige bzw. cytoplasma-
tische Rezeptorproteine der Pflanze.  
3)  Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden (z.B. NO, MAPK), die veränderte Genex-
pression und/oder cytologische Reaktionen induzieren (ab 6 h p.i.).  
4)  Induktion/Repression vieler Gene (6-24 h p.i.).  
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5)  Translation der Genprodukte. 
Beispiel: Bildung von LTPs, APOX (ab 12 h p.i.).  
6) Polarisierung des Aktincytoskeletts in Richtung der Penetrationsstelle des Pilzes 
(20 h p.i.).  
7)  Synthese von H2O2 , Callose und Phenolen. 
Transport über Makrovesikel entlang des Cytoskeletts zur Penetrationsstelle des Patho-
gens oder Akkumulation der Substanzen in der pflanzlichen Zellwand (24 h p.i.). 
8)  Die Gesamtheit aller Reaktionen führt zur frühzeitigen (24 h p.i.) Bildung von Zellwand-
appositionen (Papillen) unterhalb der Penetrationsstelle des Pathogens bzw. zu HR von 
Epidermis und Mesophyll (vgl. Abbildung 3.13). 
Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, spielen viele verschiedene Proteine, wie beispielsweise Mlo, 
Rar1 und Ror1 eine Rolle bei der Ausprägung der NWR Gerste/Magnaporthe. Über eine Betei-
ligung weiterer Proteine (SGT1, HSP90, Rac1) an der NWR kann spekuliert werden. 
 
Für eine weitere Analyse der NWR zwischen Gerste und Pilzen der Gattung Magnaporthe er-
scheint es in Zukunft sinnvoll, die Forschung auf die Pilzseite der Interaktion auszudehnen. Da-
bei stellt sich insbesondere die Frage nach Unterschieden im Effektor-Spektrum von Magna-
porthe Nichtwirt- und Wirt-Isolat. Ein weiterer interessanter Untersuchungsansatz beinhaltet 
Analysen zur induzierten Anfälligkeit („induced accessibility, Einleitung 1.1.1.1). Durch eine Pri-
märinfektion der Gerste mit einem Magnaporthe Wirt-Isolat könnte zunächst die Pflanzenab-
wehr supprimiert werden. Anschließend könnte sich ein Nichtwirt-Isolat, dem die Fähigkeit zur 
Abwehrsuppression fehlt, möglicherweise in der „entwaffneten“ Pflanze etablieren (Prats et al., 
2006) . 
 
4.6.2 Nichtwirt-Resistenz von Gerste gegenüber verschiedenen Pathogenen 
Die in dieser Arbeit dargestellten molekulargenetischen Untersuchungen zeigen qualitative und 
quantitative Unterschiede in der Genexpression von Gerste nach Infektion mit dem Magna-
porthe Nichtwirt-Pathogen im Vergleich zur Infektion mit dem Wirt-Pathogen (s. Kapitel 4.3).  
Neben der Analyse der NWR von Gerste gegenüber Magnaporthe ist der Vergleich der Gers-
te/Magnaporthe-Interaktion mit anderen Nichtwirt-Interaktionen der Gerste von großem wissen-
schaftlichen Interesse. Insbesondere stellt sich die Frage, ob es sich bei der Genregulation 
nach Magnaporthe-Infektion um eine in allen Nichtwirt-Interaktionen der Gerste konservierte 
oder um eine Pathogen-spezifische Reaktion der Pflanze handelt. Möglicherweise könnte in 
Gerste durch verschiedene Nichtwirt-Pathogene ein konserviertes „Nichtwirt-Resistenz-
Programm“ aktiviert werden, welches für die biotechnologische Modifikation von Pflanzen im 
Rahmen eines Resistenz-Züchtungsprogramms genutzt werden könnte.  
 
Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine vergleichende Transkriptomanalyse verschiedener 
Nichtwirt- und Wirt-Interaktionen der Gerste (Gerste/Magnaporthe, Gerste/Echter Mehltau, 
Gerste/Rost) in einer Kooperation der RWTH Aachen, des IPK Gatersleben und der BASF Plant 
Science durchgeführt (Zellerhoff et al., unveröffentlicht). Die drei Pathogene unterscheiden sich 
in ihrer Ernährungsform (hemibiotroph bzw. biotroph) sowie ihrem Infektionszyklus auf der je-
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weiligen Wirtpflanze stark von einander. Im Fall der Nichtwirt-Pathogene reagiert Gerste jedoch 
in allen Fällen mit einer typischen NWR (Hückelhoven, 2001; Neu et al., 2003; Zellerhoff et al., 
2006).  
Abbildung 4.7 fasst die Ergebnisse der Transkriptomanalysen zusammen. Jede Säule reprä-
sentiert die Anzahl differentiell regulierter Gene (FDR ≤ 5%, mindestens zweifach reguliert), die 
in zwei verschiedenen Pathosystemen identifiziert wurden (Beispiel 1. Säule: Vergleich regulier-
te Gene in der Interaktion Gerste/Magnaporthe mit der Interaktion Gerste/Bg). In weiß bzw. 
grau wird die Anzahl der Gene dargestellt, deren Regulation spezifisch nur in einem Patho-
system erfolgte, der schwarze Bereich der Säule stellt dagegen Gene dar, die in beiden Patho-
systemen differentiell exprimiert wurden. 
Zunächst wurden ausschließlich Gene betrachtet, die sowohl nach Infektion mit dem Wirt- als 
auch mit dem Nichtwirt-Pathogen differentiell reguliert wurden (Pathogen-regulierte Gene, 
Abbildung 4.7 links). Die große Anzahl von Genen, deren Expression jeweils in zwei Patho-
systemen differentiell erfolgte (schwarzer Bereich der Säule), macht deutlich, dass die Reaktion 
von Gerste auf einen Pathogenangriff in verschiedenen Pathosystemen konserviert zu sein 
scheint; gleichgültig ob das Pathogen fähig ist, sich auf der Pflanze zu reproduzieren. Im Ge-
gensatz dazu konnten nur wenige Gene gefunden werden, die in verschiedenen Nichtwirt-
Interaktionen von Gerste reguliert wurden (Nichtwirt-Pathogen-regulierte Gene, Abbildung 4.7, 
rechts). Es wurde darüber hinaus kein einziges Gen detektiert, das in allen drei Nichtwirt-
Interaktionen differentiell exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). Das Spektrum regulierter Gene 
scheint sich demnach zwischen den verschiedenen Nichtwirt-Interaktionen sehr stark zu unter-
scheiden. 
 
 
 
Abbildung 4.7: Die Nichtwirt-Resistenz von Gerste gegenüber verschiedenen Pathogenen ist mit einer Interaktions-
spezifischen Genregulation verbunden. Dargestellt ist die Anzahl an Genen, die sowohl während Wirt- als auch 
Nichtwirt-Interaktionen reguliert wurde (links, Pathogen-regulierte Gene) sowie die Anzahl an Genen, die nur wäh-
rend den verschiedenen Nichtwirt-Interaktionen reguliert wurde (rechts, Nichtwirt-Pathogen-regulierte Gene). Pro 
Säule wurden jeweils zwei Pathosysteme miteinander verglichen, und die Anzahl der in beiden Systemen regulier-
ten Gene als schwarzer Überlappungsbereich innerhalb der Säule visualisiert.  
        Bg = Blumeria graminis, Mag = Magnaporthe, Rost = Puccinia, Bgt = Bg f.sp. tritici, CD = Magnaporthe Nichtwirt-
Isolat CD180, Ptrit = Puccinia triticina, Epi = Epidermis, GB = Ganzblatt. (Zellerhoff et al., unveröffentlich) 
 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Gerste die Fähigkeit besitzt, auf verschiedene Nichtwirt-
Pathogene mit einer variablen molekularen Abwehrmaschinerie zu reagieren. Je nach angrei-
fendem Nichtwirt-Pathogen scheint ein unterschiedliches Spektrum Abwehr-assoziierter Gene 
reguliert zu werden. So dominierten beispielsweise bei der Nichtwirt-Interaktion Gers-
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te/Magnaporthe Gene, die für Bestandteile des Lipidmetabolismus kodieren (s. Kapitel 4.3.3.1). 
In der Nichtwirt-Interaktion Gerste/Weizenmehltau sowie Gerste/Weizenbraunrost spielte die 
Regulation dieser Gene dagegen keine Rolle (Zellerhoff et al., unveröffentlicht).  
Bezüglich der drei untersuchten Interaktionen scheint es nach diesen Ergebnissen kein konser-
viertes „Nichtwirt-Resistenz-Programm“ der Gerste zu geben. Im Gegenteil wurde eine sehr 
spezifische Reaktion der Pflanze in Anpassung an das jeweilige Pathogen beobachtet. Es ist 
daher anzunehmen, dass durch spezifische Effektoren der Nichtwirt-Pathogene verschiedene 
intrazelluläre Reaktionen innerhalb der Gerste ausgelöst und daher auch verschiedene Gene 
reguliert werden. Diese Ergebnisse weisen auf eine erstaunlich große Spezifität der Nichtwirt-
Resistenz von Gerste gegen verschiedene Pathogene hin.  
 
Nachdem die Reaktion einer Pflanze (Gerste) auf verschiedene Nichtwirt-Pathogene (Magna-
porthe, Weizenmehltau, Weizenbraunrost) analysiert worden war, könnten analog Genexpres-
sionsanalysen verschiedener Pflanzen (Reis, Gerste, Weizen) untersucht werden, die von 
Nichtwirt-Pathogenen der selben Gattung/Art befallen wurden. Diese Untersuchungen würden 
die Frage klären, ob ein Pathogen in verschiedenen Pflanzen dieselbe molekulargenetische 
Reaktion auslösen kann. Des Weiteren könnte durch die Analyse weiterer Nichtwirt-Pathogene 
der Gerste nach einem Zusammenhang zwischen dem Lebenstil des Pathogens (biotroph, he-
mibiotroph, nekrotroph) und der Pflanzenreaktion geforscht werden. 
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5 Zusammenfassung 
Die Resistenz einer Pflanzenart gegen alle Isolate einer Pathogenart wird als Nichtwirt-
Resistenz (NWR) bezeichnet. Diese dauerhafte Form der Resistenz schützt Pflanzen gegen 
den Großteil aller potentiellen Pathogene. In der vorliegenden Arbeit wurde die Nichtwirt-
Interaktion der Nutzpflanze Gerste gegenüber Isolaten der Pilzgattung Magnaporthe charakteri-
siert und mit der Wirt-Interaktion verglichen. 
 
Zunächst wurde die Fähigkeit verschiedener Pilze der Gattung Magnaporthe Gerste zu infizie-
ren untersucht und die Verwandtschaftsverhältnisse dieser Isolate, die von unterschiedlichen 
Gräsern isoliert wurden, bestimmt. Pilzisolate, die auf Gerste Krankheitssymptome verursachen 
konnten (Wirt-Interaktion), gehörten der Art M. oryzae an. Dagegen wurden Isolate, die sich auf 
Gerste nicht reproduzieren konnten (Nichtwirt-Interaktion), in Abhängigkeit von ihren Wirtpflan-
zen der Art M. grisea (Wirtpflanze Digitaria) bzw. einer putativen neuen Art zugeordnet, die mit 
der Wirtpflanze Pennisetum assoziiert ist.  
Bei vergleichenden cytologischen Analysen wurden Papillen (Penetrationsresistenz) und hyper-
sensitive Reaktionen der Epidermis (Postpenetrationsresistenz) als vorherrschende Abwehr-
reaktionen der Nichtwirt-Interaktion identifiziert. Auffälligerweise traten diese Reaktionen in der 
Nichtwirt- im Gegensatz zur Wirt-Interaktion verstärkt zum Zeitpunkt 24 h p.i. auf. Obwohl die 
Penetrationsresistenz der Gerste durch den Einsatz der Inhibitoren AIP (Inhibitor der Phenyl-
alanin-Ammonium-Lyase) und Cytochalasin (Inhibitor der Aktin-Polymerisation) sowie durch 
Verwendung der Gerstenmutante mlo-5 ror1-2 rar1-2 deutlich reduziert werden konnte, wurde 
das Nichtwirt-Pathogen in allen Fällen in der Epidermis gestoppt und konnte keine sekundären 
Infektionshyphen ausbilden. Dies veranschaulicht die Effektivität epidermaler Resistenz-
mechanismen in der untersuchten Nichtwirt-Interaktion. 
In Macroarray-Analysen infizierter Gerstenepidermis fiel eine sehr frühe (6 h p.i.) und sehr star-
ke Regulation der Genexpression in der Nichtwirt-Interaktion im Vergleich zur Wirt-Interaktion 
auf. Insbesondere die Expression von Genen des Lipidmetabolismus, speziell von Genen, die 
für Lipid Transfer Proteine kodieren, wurde nach Inokulation mit dem Nichtwirt-Pathogen über-
repräsentativ häufig induziert. Zur funktionellen Analyse induzierter Gene der Nichtwirt-
Interaktion wurde die Virus-induced Gene Silencing Technologie für das System Gers-
te/Magnaporthe etabliert. Unter Verwendung dieser Technik konnten erste Hinweise für die Be-
teiligung einer Ascorbat Peroxidase an der NWR zwischen Gerste und Magnaporthe gefunden 
werden.  
 
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse weisen auf Übereinstimmungen zwischen der NWR 
und der basalen Resistenz von Gerste gegenüber Pilzen der Gattung Magnaporthe hin. So 
scheint Gerste auf eine Infektion mit Nichtwirt- und Wirt-Pathogenen generell mit einem ähn-
lichen Spektrum an Abwehrmechanismen zu reagieren. Die Aktivierung dieser Abwehrmaschi-
nerie erfolgt allerdings in der Nichtwirt-Interaktion wesentlich früher und effizienter als in der 
Wirt-Interaktion. Dies könnte auf einer frühzeitigen Erkennung spezifischer Effektormoleküle der 
Nichtwirt-Isolate durch die Gerste basieren. Dagegen könnte eine Suppression der pflanzlichen 
Resistenz durch Effektoren der Wirt-Pathogene das verspätete Auftreten von Abwehrreaktionen 
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im Fall der Wirt-Interaktion erklären. Bemerkenswerterweise konnten in vergleichenden 
Transkriptomanalysen verschiedener Nichtwirt-Interaktionen der Gerste (Gerste/Magnaporthe, 
Gerste/Echter Mehltau, Gerste/Rost) keine Gene gefunden werden, die gleichzeitig in allen drei 
Nichtwirt-Interaktionen differentiell reguliert wurden. Diese Resultate weisen auf eine spezifi-
sche Umprogrammierung des Pflanzenstoffwechsels in Abhängigkeit des angreifenden Nicht-
wirt-Pathogens hin.  
 
In weiteren Untersuchungen wurde die Bedeutung des Gens Rom1, dessen Mutation die Resis-
tenz anfälliger Mla12 rar1-2 Rom1 (rar1-2)-Gerstenpflanzen gegen den Echten Gerstenmehltau 
Bgh wiederherstellt, für die Interaktion Gerste/Magnaporthe analysiert. Pflanzen des Genotyps 
Mla12 rar1-2 rom1 (rom1) bildeten nach M. oryzae-Infektion wesentlich mehr Krankheitssymp-
tome aus als Wildtyp und rar1-2-Pflanzen. Dies korrelierte mit einer reduzierten Penetrations-
abwehr der rom1-Pflanzen. Dagegen konnte eine beobachtete Reduktion der Symptomdurch-
messer auf rom1-Pflanzen im Vergleich zu rar1-2-Pflanzen mit einem frühzeitigen Stopp des 
Pathogenwachstums im Mesophyll assoziiert werden. Rom1 und Rar1 konnten demnach als 
Antagonisten der epidermalen Abwehr und der Abwehr im Mesophyll identifiziert werden. Nach 
Inokulation mit dem Magnaporthe Nichtwirt-Pathogen zeigten rom1-Pflanzen eine im Vergleich 
zu Wildtyp- und rar1-2-Pflanzen erhöhte Akkumulation PR1b-spezifischer Transkripte. Dies 
weist auf eine gesteigerte Responsivität der rom1-Pflanzen hin. Darüber hinaus wurde der Ein-
fluss des Gens Rac1, dessen Überexpression zu einer Hyperanfälligkeit der Gerste gegenüber 
Bgh führt, bezüglich M. oryzae untersucht. Hierbei konnte in makro- und mikroskopischen 
Analysen eine gesteigerte Resistenz von Rac1-Überexpressionslinien gegen M. oryzae mit ei-
ner erhöhten Penetrationsabwehr der Pflanzen korreliert werden. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchungen weisen auf einen Einfluss von Rom1 und Rac1 auf die Basalresistenz und im Fall 
von Rom1 auf die NWR von Gerste gegen verschiedene Pathogene hin. 
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6 Summary 
Nonhost-resistance (NHR) is the resistance shown by a plant species towards all isolates of a 
pathogen species. This durable type of resistance protects plants against the majority of 
potential pathogens. In this thesis the nonhost-interaction between barley and isolates of the 
fungal genus Magnaporthe was analysed and compared to the host-interaction. 
 
Magnaporthe was isolated from different host plants, and the different isolates were examined 
for their biological relationship to one another and for their capacity to infect barley. It was 
shown that all isolates which were able to cause disease symptoms on barley (host-interaction) 
belong to the species M. oryzae. In contrast, M. grisea isolates (host: Digitaria) and isolates of a 
putative novel species which is associated with the host Pennisetum could not reproduce on 
barley (nonhost-interaction). 
Comparative cytological analyses showed that formation of papillae (penetration resistance) 
and hypersensitive epidermal cell death (postpenetration resistance) were predominant 
nonhost-defense mechanisms. These reactions were apparent by 24 h p.i. at higher frequencies 
in the nonhost-interaction than in the host-interaction. It was possible to significantly reduce the 
penetration resistance of barley by treatments with AIP (an inhibitor of phenylalanine ammonia 
lyase) and cytochalasin E (an inhibitor of actin-polymerisation). Similarly, penetration resistance 
was reduced in the barley mutant mlo-5 ror1-2 rar1-2. However, growth of the nonhost-
pathogen was arrested in epidermal cells in all cases and the pathogen was never able to 
generate secondary hyphae. These results underpin the effectiveness of epidermal defence in 
this nonhost-interaction. 
Complementary-DNA macroarray-analysis of inoculated barley-epidermis showed a very early 
(6 h p.i.) and pronounced change in the pattern of gene-expression in the nonhost-interaction as 
compared to the host-interaction. Particularly, the expression of genes involved in lipid 
metabolism, especially genes encoding lipid transfer proteins, was induced significantly after 
inoculation with the nonhost-pathogen. For functional analysis of these candidate genes virus-
induced gene silencing technology (VIGS) was established for the barley/Magnaporthe-
interaction. First results of these experiments hint at a crucial role for ascorbate peroxidase in 
NHR between barley and Magnaporthe. 
 
Results presented here indicate similarities between the NHR and basal resistance of barley 
towards fungi of the genus Magnaporthe. In general, barley responds to pathogen attack with a 
similar spectrum of defence mechanisms in nonhost- or host-interactions, but activation of these 
defences occurs earlier and more efficiently in the nonhost- than in the host-interaction. This 
phenomenon might depend on an early recognition of nonhost-specific effector molecules by 
barley. In contrast, the suppression of plant defence by effectors of host-pathogens might be 
responsible for the delayed defence in the host-interaction. Remarkably, a comparative 
transcriptome-analysis of three different nonhost-interactions of barley (barley/Magnaporthe, 
barley/powdery mildew, barley/rust) revealed no genes which were regulated in a similar 
manner in all interactions. These results point to a pathogen-specific reprogramming of the plant 
metabolism in nonhost-interactions. 
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During further investigations the significance of the Rom1 gene for the interaction of barley with 
different species of the genus Magnaporthe was analysed. The mutation in Rom1 restores the 
resistance of susceptible Mla12 rar1-2 Rom1 (rar1-2) barley against the powdery mildew fungus 
Bgh. Remarkably, after infection with M. oryzae, plants of the genotype Mla12 rar1-2 rom1 
(rom1) showed more disease symptoms than wildtype and rar1-2-plants. This correlates with a 
reduced penetration resistance of rom1-plants. In contrast, the reduction in lesion diameter 
shown by infected rom1-plants versus rar1-2-plants was associated with an earlier arrest of 
fungal growth in the mesophyll. Thus, Rom1 and Rar1 appear to act antagonistically in 
epidermal and mesophyll defence scenarios. Moreover, rom1-plants showed a higher 
accumulation of PR1b-specific transcripts after inoculation with the Magnaporthe nonhost-
pathogen in comparison to wildtype and rar1-2-plants. This may argue for an augmented 
responsiveness of rom1-plants. Furthermore, the influence of the gene Rac1, whose 
overexpression is known to cause hypersusceptibility of barley to Bgh, was investigated in the 
barley/M. oryzae interaction. In macro- and microscopical analyses a correlation between 
increased resistance of Rac1-overexpression lines against M. oryzae and augmented 
penetration resistance was observed. These results point to an influence of Rom1 and Rac1 on 
basal resistance and, in the case of Rom1, on the NHR of barley against different pathogens. 
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Anhang I 
 
Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle I. 1: verwendete Chemikalien 
Substanz Hersteller oder Lieferant 
Abscisinsäure Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Alexa FluorTM 488 Phalloidin Invitrogen, Karlsruhe 
Ampicillin, Kanamycin Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg, Deutschland 
Anilinblau Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Celluloseacetat Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Cordycepin (3’-Deoxyadenosin) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Cytochalasin E Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
DAPI (4’, 6-Diamino-2-
Phenylindoldihydrochlorid) 
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
DDG (2-Deoxy-D-Glucose Grade III) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland  
Entwickler und Fixierer für Röntgenfilme Agfa GmbH, Köln, Deutschland 
Kinetin Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
Potato Dextrose Agar (PDA) Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA 
Trypanblau Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München 
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
 
 
Tabelle I. 2: verwendete Geräte 
Bezeichnung Hersteller oder Lieferant 
-85°C ultra low freezer New Brunswick Scientific GmbH, Nürtigen,  
Deutschland 
ABIPrism 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Foster City, USA 
Centrifuge 5415D, Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Centrifuge J2-21 Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland 
Dampfdrucktöpfe Fissler, Idar-Obertstein, Deutschland 
Elektrophoresekammern MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
Geiger-Müller-Zählrohr Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland 
De Vision DBOX (Geldokumentationssystem)  Decon Science Tec, Hohengandem, Deutschland 
Growth Cabinet MLR-350  
Versatile Environmental Test Chamber MLR-
350H (Pflanzenschränke) 
Sanyo, München, Deutschland 
Horizontalschüttler für Reaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Bezeichnung Hersteller oder Lieferant 
Hybridization Oven/Shaker Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland 
Inkubatoren Ehret, Deutschland; Rumed, Hannover, Deutschland 
Laboratory Medical Centrifuge LMC-3000 G. Kisker, Steinfurt, Deutschland 
Leica DMR, DMRBE (Mikroskope) Leica microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Leica MZ16 (Stereolupe) Leitz microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Lyophylle Schrader, Friedland, Deutschland 
Megafuge 1.0R Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland 
Microflow (Sterilbank) Stolco, Düsseldorf, Deutschland 
Micropulser Bio-Rad, München, Deutschland 
MiniProtean II cell (Acrylamid-
Gelelektrophorese) 
Biorad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Olympus Camedia C2000 Zoom,  
Nikon 50D (Digitalkameras) 
Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland 
Nikon GmbH, Düsseldorf, Deutschland 
PCR-Cycler PTC-200 MJ Research, Watertown, USA 
pH-Meter Mettler Toledo, Giessen, Deutschland 
PhosphoImagerTM-Systems (BAS3000 Reader) Fuji, Tokio, Japan 
Powerpac 3000/200 (Netzgeräte) Biorad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Protean II-Elektrophoreseapparatur Bio-Rad, München, Deutschland 
Schüttler für Flüssigkulturen Gallenkamp, Loughborough   
Spektrophotometer Beckman DU 7500,  
DU 800 
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland 
Tecnoclav, Fedegari 
 
Systec VX-150 (Autoklaven) 
Tecnomara Deutschland GmbH, Fernwald,  
Deutschland 
Systec GmbH, Wetterberg, Deutschland 
Thermoblock UnitekTM HBS-130 Peq-Lab, Erlangen, Deutschland 
Ultraviolet Crosslinker Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland 
 
 
Tabelle I. 3: verwendete Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller oder Lieferant 
(α-33P)dCTP Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, 
Deutschland 
10 kb cDNA Macroarray barleyPGRC1 Dr. P. Schweizer, IPK Gatersleben 
15 ml und 50 ml Schraubdeckelgefäße Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragments  Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
Anti-Fluorescein-AP, Fab-Fragments Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
Blocking Reagenz Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
CSPD-Reagenz Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
DIG RNA Labelling Mix  Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
Erde Typ ED 73 (Gerste), Typ P (Reis) Balster Einheitserdewerk GmbH, Fröndenberg, 
Deutschland 
Fluorescein RNA Labelling Mix  Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
Gel-Blotting-Papier Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland 
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Material Hersteller oder Lieferant 
GeneRulerTM ladder mix,  
O’GeneRulerTM 1kb ladder (DNA-Größenmarker) 
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
GeneScreen Plus Hybridization Transfer  
Membrane 
PerkinElmer SA/NV, Zaventem, Deutschland 
Hexanukleotidmix Roche Co., Basel, Schweiz 
Lachssperma-DNA (Salmon Sperm DNA) Stratagene, La Jolla, USA 
ladder mix, 1kb ladder (DNA Größenstandards) Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Optical Adhesive Cover Applied Biosystems, Foster City, USA 
Petrischalen Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Pflanztöpfe Göttinger, (7x7x8,5 / 8x8x10 / 
10x10x10 / 20x20x20 cm Kantenlänge) 
Hermann Meyer KG, Willich, Deutschland 
Phosphoimager-Screen 23 x 40 cm, 
MS40080022 
Fuji, Tokio, Japan 
Pipettenspitzen Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland 
Protein Assay (Reagenz zur Proteingehaltsbe-
stimmung) 
Bio-Rad, München, Deutschland 
Röntgenfilme Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland 
Thermo-Fast® 96 Dectection Plates  ABgene, Surrey, UK 
 
 
Kits, Enzyme, Plasmide und Bakterienstämme 
 
Tabelle I. 4: verwendete Kits 
Bezeichnung Hersteller oder Lieferant 
3´-0-Me-7mG(ppp)G RNA Cap Structure  
Analog 
NEB, Ipswich, USA 
DNA Extraction Kit PHYTOPURETM GE Healthcare, München, Deutschland 
JetStar Plasmid Mini Kit Genomed GmbH, Bad Oeynhausen, Deutschland 
mMessage mMachine High yield capped RNA 
Transcription T7 Kit  
Ambion, Austin, USA 
mRNA Purification Kit Dynal, Oslo, Norwegen 
PCR-Kombi Kit SeqLab, Göttingen, Deutschland 
Peq GOLD RNAPureTH  PeqLab, Erlangen, Deutschland 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix 
UDG with Rox 
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Ready Reaction Kit  PE Biosystems, Foster City, USA 
QIAquick Gel Extraction Kit QIAgen AG, Hilden, Deutschland 
qPCRTM Core Kit for Sybr Green 1 EuroGenTec GmbH, Köln, Deutschland 
RED Extract-N-AmpTM Plant PCR Kit Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, Deutschland 
RNeasy Plant Mini Kit QIAgen AG, Hilden, Deutschland 
TranscriptAidTM T7 High Yield Transcription Kit Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
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Tabelle I. 5: verwendete Enzyme 
Bezeichnung Hersteller oder Lieferant 
Silver Star Taq-Polymerase EuroGenTec S.A., Lüttich, Belgien 
Hot Gold Star Taq-Polymerase EuroGenTec S.A., Lüttich, Belgien 
EcoRI, HpaII, BamHI, MluI, NcoI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
XmaI, PacI NEB, Ipswich, USA 
RNA-Polymerasen (T7, T4, SP6) Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
RNase A Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
RNase H Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
DNase I, RNase free Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Shrimp alkalische Phosphatase Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland 
RevertAidTH M-MuLV Reverse Transkriptase Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
SuperScriptTM II Reverse Transkriptase GibcoBRL; Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien 
Klenow Fragment (10U/µl USB) Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
 
 
Tabelle I. 6: verwendete Bakterienstämme 
Bezeichnung Hersteller oder Lieferant 
Escherichia coli TOP 10 F’ Promega, Madison, USA 
Escherchia coli K12 prototroph Zimmermann, Aachen 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Isolat 
4419 (Toxinbildner) 
Slusarenko, Aachen 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Isolat 
592 (kein Toxinbildner) Slusarenko, Aachen 
 
 
Tabelle I. 7: verwendete Plasmide 
Bezeichnung Hersteller oder Lieferant 
PGEM-T easy Promega, Madison, USA 
pT7-BSMV-α 
pT7-BSMV-β 
pSGJ6 (pT7-BSMV-β∆CP) 
pSGJ1 (pT7-BSMV-γMCS) 
pT7-BSMV-γ-senseHvPDS 
Merete Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
pT7-BSMV-γ-TaPDS Nowara, IPK Gatersleben (Nowara, 2008) 
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Anhang II 
 
Vektorkarten der verwendeten Plasmide 
 
 
Abbildung II. 1: Vektorkarte von pGEM-T easy (Promega) 
 
 
 
 
 
Abbildung II. 2: Vektorkarten für Plasmide, die cDNAs der BSMV-Untereinheiten α, β und γ enthalten.  
orange = cDNA der Virus-Untereinheiten, blau = Vektor-spezifische Sequenzen. (Bruun-Rasmussen et al., 2007) 
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Differentiell regulierte Gene (Macroarray-Analyse) 
 
Tabelle II. 1: induzierte Gene der Nichtwirt-Interaktion (90) 
interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier 
Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Accession Nr. 
Homolog 
DI-
Wert 
 
Aminosäurestoffwechsel 
   
5142 HY06N01 MUS1 Protein [Zea mays] 1E-112 Q9XGC9 +0.233 
7154 HT01P21 Argininosuccinat Lyase [Arabidopsis thaliana] 4E-53 BQ663156 +0.036 
7054 HH01B10 putative Phosphoglycerat Dehydrogenase [Oryza sativa] 3E-091 CAC09348.1 +0.034 
5748 HY09B08 Methionin Synthase 2 [Hordeum vulgare] 1E-77 AL508547 -0.007 
 
Lipidstoffwechsel 
   
9035 HO02B01 nsLTP CW18 [Hordeum vulgare] 5’ 
unbekanntes Protein [Dictyostelium discoideum] 3’ 
3E-44 
4E+0 
CD054223 
CK565970 
+0.333 
9594 HK03J16 nsLTP CW18 [Hordeum vulgare] 3E-45 S28871 +0.287 
2097 HK05F10 nsLTP 4.1 Precursor (LTP 4.1) [Hordeum vulgare]a 2E-41 Q43767        +0.252 
10019 HS02P06 LTP [Hordeum vulgare]  2E-37 Z66529 +0.229 
4465 HK04H17 Glutathion Transferase [Oryza sativa] 5’ 
LTP CW21 [Hordeum vulgare] 3’ 
4E-77 
9E-09 
AL450842 
S28872        
+0.186 
1505 HK03J16-2 nsLTP CW18 [Hordeum vulgare] 3E-45 S28871 +0.180 
2929 HK04C13 Phospho-LTP Precursor [Hordeum vulgare] 7E-39 T04407        +0.173 
10063 HV02H14 nsLTP CW21 [Hordeum vulgare] 3E-37 AAA03284.1 +0.172 
6710 HO03J04 nsLTP 4.3 Precursor [Hordeum vulgare] 5’ 
unbekanntes Protein [Oryza sativa] 3’ 
3E-39 
4E-2 
Q42842 
CK566439 
+0.124 
3499 HU02E16 Acyl-[Acyl-Carrier Protein] Desaturase [Oryza sativa] 6E-89 Q40731        +0.114 
9754 HO02B06 hypothetisches Protein [Plasmodium yoelii yoelii] 5’ 
LTP 7a2b [Hordeum vulgare] 3’ 
4E-7 
8E-55 
CD054228 
T05950        
+0.113 
10279 HO06L05 putative Diesterase Familie [Oryza sativa] 2E-74 NM_106081 +0.053 
 
nicht zugeordnet 
   
9443 HO07G08 putatives Cytochrom P450 [Oryza sativa]  1E-16 AP002484 +0.259 
2 HK06L05 extrazelluläres solute-binding Protein, family 1 [Jannaschia sp. CCS1] 8E+0 AL500453 +0.241 
2193 HK05P10 nsLTP CW21 [Hordeum vulgare]a 1E-22 X68654.1 +0.219 
8404 HV01H13 Phosphosulfolactat Synthase-verwandtes Protein [Oryza sativa] 2E-42 BQ471190 +0.204 
8217 HO05D24 unbenanntes Protein [Oryza sativa]  9E-67 BAA96147.1    +0.189 
5345 HK03J10  - - AL499816 +0.182 
945 HK04C07 putatives Cytochrom P450 [Oryza sativa]  1E-42 BAA99523.1    +0.172 
1553 HK05C07 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 6E-1 AL450926 +0.157 
6699 HO03O16 Guanin Nucleotid-Austauschprotein-ähnlich [Oryza sativa] 1E-26 CK566549 +0.137 
9033 HM03D05 OSJNBa0042L16.13 [Oryza sativa] 2E-11 CAD41015.1    +0.129 
8437 HS01F03 OSJNBb0086G13.7 [Oryza sativa] 7E-48 AL606706 +0.126 
4854 HY06M01 ESTs ähnlich zu Chromosom 1 [Arabidopsis thaliana]  2E-62 AP002092 +0.124 
2769 HK05M13 putative Glutathione S-Transferase [Oryza sativa]  6E-19 AF309380 +0.099 
8734 HO05H09 unbekanntes Protein - - +0.095 
9871 HO07I10 unbekanntes Protein [Arabidopsis thaliana] 3’ 
putativer ATP-abhängiger Transmembrantransporter [Oryza sativa] 5’ 
7E-16 
8E-20 
AY093054 
CD054888 
+0.092 
747 HT02C17 YGL010w-ähnliches Protein [Picea mariana]  6E-18 AF051235 +0.092 
10093 HO07B23 unbekanntes Protein [Mesorhizobium loti]  5,6 NC_002678 +0.089 
2724 HW06A13 hypothetisches Protein L901.01 [Leishmania major] 5’ 
Expansin Os-EXPA3 [Oryza sativa] 3’ 
4,4 
2E-38 
AL391263 
AL501964 
+0.089 
9418 HO02A04 Serine/Threonine Kinase Receptor Precursor-ähnliches Protein [Oryza sativa] 3E-47 CD054249 +0.088 
6352 HO05A16 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 3E-77 BAB56065.1    +0.088 
285 HA05P06 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 2E-22 BQ658047 +0.082 
7126 HO06B10 putatives Protein [Arabidopsis thaliana] 7E-21 NM_119759 +0.048 
2483 HW05B04 hypothetisches Protein [Oryza sativa] 8E-19 AL504368 +0.045 
2640 HD04I15 DC-Lysosom-assoziiertes Membranglycoprotein [Macaca mulatta] 0,005 AF416334 +0.042 
10110 HM03B09 hypothetisches Protein Y40C5A.3 [Caenorhabditis elegans] 0,63 AC024772 +0.041 
9044 HI02E23 putatives ZR1 Protein [Oryza sativa] 3E-32 BQ462880 +0.037 
6474 HO08F24 putative Glucan 1,3-beta-Glucosidase [Oryza sativa] 8E-80 CK567934  +0.031 
7573 HO03C22 putative Glucan 1,3-beta-Glucosidase [Oryza sativa] 2E-32 CK566315 +0.025 
8765 HM03G03 putative Condensinkomplex Untereinheit [Oryza sativa] 2E-78 BAB90324.1    +0.020 
7177 HI04K13 putative potentielle Phospholipid-transportierende ATPase 8 [Oryza sativa] 1E-96 BQ463283 +0.007 
1780 HW08H10 Rezeptorprotein Kinase-ähnlich [Oryza sativa] 8E-11 AL505433 +0.006 
7980 HO07N02 Pathogenesis-related Protein 4 [Hordeum vulgare]  3E-06 T06171        -0.050 
6829 HR01O15 exprimiertes Protein [Oryza sativa] 3E-15 BQ468088 -0.066 
1060 HW06J08 putativer RNA Polymerase I Transkriptionsfaktor RRN3 [Oryza sativa] 3E-11 AL502131 -0.087 
9010 HM02F05 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 4E-86 AAN05517.1    -0.116 
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interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier 
Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Accession Nr. 
Homolog 
DI-
Wert 
 
Protein 
   
9424 HA01E16 putativer Tubulin folding Cofactor A [Oryza sativa] 1E-29 BQ459379 +0.253 
9953 HT02A21 putative Cysteine Protease [Hordeum vulgare] 1E-3 BQ466264 +0.241 
5630 HK03O10 putative Zink Protease [Arabidopsis thaliana] 1E-102 NM_129743 +0.111 
8056 HI02C17 putatives Serine/Threonine Kinase PBS1 Protein [Oryza sativa] 1E-109 AP003266 +0.033 
10446 HO11N24 Proteinkinase-ähnliches Protein [Arabidopsis thaliana] 3E-95 NP_198942.1   -0.038 
 
Redox 
   
8504 HT01F03 Ascorbate Peroxidase [Hordeum vulgare] 1E-123 AAL08496.1    +0.229 
9347 HT01F03-2 Ascorbate Peroxidase [Hordeum vulgare] 1E-123 AAL08496.1    +0.188 
 
RNA 
   
3424 HF02K15 RNA bindendes Protein Rp120 [Oryza sativa] 4E-93 BQ464572 +0.034 
9855 HI04M05 ähnlich zu VP1/ABI3-Familie, regulatorisches Protein [Oryza sativa] 1E-63 BAC20873.1 -0.029 
 
Sekundärstoffwechsel 
   
2908 HV03D24 HMG-CoA Synthase [Brassica juncea] 1E-107 AAF69804.1    +0.146 
9983 HO09I12 putative Cinnamoyl-CoA Reduktase [Oryza sativa] 1E-72 AAL67601.1    +0.116 
 
Signalwege 
   
321 HK03L12 Phytochrom A [Triticum aestivum] 3E-12 AL499843 +0.161 
7616 HM02H20 ähnlich zu EF-hand Calcium bindendes Protein 8E-087 NP_196037.2   +0.033 
9021 HI02A23 GTP-bindendes Protein (GBP-1) [Triticum aestivum] 1E-20 DQ489316.1 +0.013 
1028 HW06H08 ähnlich zu EH-Domänen enthaltenden Proteinen [Arabidopsis thaliana]  3,6 AB024036 -0.123 
 
Sonstiges 
   
9986 HW09H06 putative Peroxidase [Oryza sativa] 8E-46 AC082644 +0.155 
8580 HO13D15 putative Peroxidase [Oryza sativa] 3E-48 BAC45201.1    +0.116 
6798 HO03F03 putative purple acid Phosphatase [Oryza sativa]  5E-87 AC084319 +0.111 
6986 HT01I09 putatives Ferredoxin [Oryza sativa] 1E-48 BQ663077 +0.023 
568 HD01A02 Peroxidase [Hordeum vulgare] 1E-106 T04454        +0.011 
9784 HS01J15 Glutathion Transferase [Triticum aestivum]  3E-93 X56012 -0.1 
6988 HM02G17 OSJNBa0067K08.12 [Oryza sativa] 1E-121 AL606627 -0.082 
 
Stress 
   
9279 HF01C09 Proteinase Inhibitor [Oryza sativa]  6E-19 T02667        +0.229 
9634 HO06D03 chloroplastidäres Trockenstress ind. Protein [Arabidopsis thaliana]  2E-21 NM_106257 +0.192 
8919 HA07M24 Protease Inhibitor [Glycine max] 2E-14 T06381        +0.148 
8799 HI02H22 putative Klasse I Chitinase [Arabidopsis thaliana] 2E-60 BQ462939 +0.065 
4188 HA02I01 unbekanntes Protein [Arabidopsis thaliana] 2E-6 BQ656701 +0.054 
9102 HM03I05 putatives integrales Membranprotein [Arabidopsis thaliana] 2E-37 AC015446 +0.045 
7650 HI02P15 AHM1 [Oryza sativa]  6E-46 BQ463080 +0.044 
230 HY03P05 HSP90 (heat shock protein 90) [Oryza sativa] 8E-88 AL506688 +0.027 
6586 HO04D11 Cf2/Cf5 disease resistance protein Homolog [Hordeum vulgare] 3’ 
SGT1 [Hordeum vulgare] 5’ 
1E-101 
1E-71 
AF166121 
CD053568 
+0.21 
6384 HO03P16 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 3’ 
HSP80 (heat shock protein 80) [Triticum aestivum] 5’ 
3E-15 
2E-83 
CK566572 
CD053617 
+0.11 
3090 HW03K03 putatives disease resistance Protein (3 partial) [Oryza sativa]  6E-32 AC026815 +0.06 
 
TCA 
   
9260 HM02O05 putative Malat Dehydrogenase [Oryza sativa] 6E-40 BAB55686.1    +0.13 
 
Transport 
   
8753 HI02B22 putative Kalium-Kanal beta-Untereinheit [Oryza sativa] 1E-84 BQ462824 +0.133 
10151 HO15G24 putatives Glucose Transporterprotein STP1 [Oryza sativa]  3E-86 CK570101 +0.054 
1043 HW05F15 Plasmamembran H+ ATPase [Oryza sativa]  1E-116 CAD29296.1 +0.1 
 
Zelle 
   
8221 HY01O09 beta-coat Protein (beta-COP) [Oryza sativa]  8E-86 AP002862 +0.116 
9707 HM02B08 alpha-Adaptin [Arabidopsis thaliana] 3E-39 BQ468708 -0.047 
a NCBI blastn Ergebnis 
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Tabelle II. 2: reprimierte Gene der Nichtwirt-Interaktion (90) 
interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier 
Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Accession Nr 
Homolog 
DI-
Wert 
 
Aminosäurestoffwechsel 
  
1897 HF01L22 Phosphoethanolamin Methyltransferase [Triticum aestivum] 3E-26 AAL40895.1 -0.341 
7389 HO12F20 putative Glycine Hydroxymethyltransferase [Oryza sativa] 1E-60 CK569157 -0.252 
950 HY04C19 putative Alanin Aminotransferase [Arabidopsis thaliana]  6E-97 AC011663 -0.09 
9692 HO14K14 putative Alanin Transaminase [Oryza sativa] 1E-131 BAC06929.1    -0.082 
 
CHO-Stoffwechsel (minor) 
  
8640 HM04H23 unbekanntes Protein [Arabidopsis thaliana]  6E-97 AY136388 -0.134 
 
DNA 
  
286 HA11J03 origin Erkennungskomplex Untereinheit 1 [Zea mays] 1E-106 AF417481 -0.122 
 
CHO-Stoffwechsel (major) 
  
3439 HD02D21 Sucrose-Phosphat Synthase Homolog [Arabidopsis thaliana]  2E-38 T01981        -0.118 
 
Hormonstoffwechsel 
  
417 HK03F13 putative 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat Oxidase [Oryza sativa] 1E-25 AL499770 -0.170 
 
nicht zugeordnet 
  
4753 HK05C24 - - AL500164 -0.383 
9094 HO05L12 putatives ribosomales Protein S27 [Hordeum vulgare] 6E-25 CK567107 -0.325 
6014 HK04J03 hypothetisches Protein [Oryza sativa]  3E-88 AP002819 -0.310 
1799 HY07K4u - - - -0.246 
6276 HO14D18 MutT/nudix Protein-ähnlich [Oryza sativa] 2E-76 CK569728 -0.239 
10273 HS01J21 hypothetisches Protein [Deinococcus radiodurans]  8E-08 AE001886 -0.238 
7555 HO14N05 OSJNBa0050F15.5 [Oryza sativa] 4E+0 CK569913 -0.234 
9178 HO15L04 - - CD057625 -0.206 
5443 HW07E11 Abscisinsäure- und Stress-induziertes Gen [Oryza sativa]  6E-14 AF039573 -0.180 
100 HW06D06 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 5’ 
putatives disease resistance Protein [Arabidopsis thaliana] 3’ 
6E-82 
6E+0 
AL504724 
AL502015 
-0.165 
2997 HY02B02 putatives CNOT10 Protein [Oryza sativa] 6E-87 AL506111 -0.163 
2698 HP01L22 hypothetisches Protein [Oryza sativa] 1E-37 AP004300 -0.15 
6631 HO04I12 putatives Protein [Arabidopsis thaliana] 2E-06 NM_115508 -0.144 
7002 HO02D12 unbekanntes Proteinprodukt [Arabidopsis thaliana] 3’ 
Rezeptor-ähnliche Kinase, CHRK1-ähnlich [Oryza sativa] 5’ 
8E-3 
2E-10 
CK566019 
CD054180 
-0.141 
2570 HP01B14 putatives Avr9/Cf-9 schnell elicitiertes Protein [Oryza sativa]  2E-07 AP003251 -0.136 
736 HG01E07 kältereguliertes Protein 1 [Hordeum vulgare] 7E-14 A45512        -0.133 
3703 HY09O01 Phosphoribulokinase [Triticum aestivum]  3E-94 X51608 -0.131 
8466 HO05P10 Orf107a [Arabidopsis thaliana]  9E-18 NC_001284 -0.131 
4801 HK03J09 Prolin1E-reiches Protein RiP-15 [Oryza sativa] 0,0003 AF221552 -0.124 
7016 HO09O18 Zinkfinger (B-box type) Familie Protein [Arabidopsis thaliana] 6E-27 CD055678 -0.112 
6530 HO07F13 hypothetisches Protein [Oryza sativa] 7E-016 AP003296 -0.103 
7282 HO04K15 putative ATP-abhängige DNA Helicase [Oryza sativa] 3’ 5E-39 CK566799 -0.096 
8195 HO05C23 hypothetisches Protein [Arabidopsis thaliana] 4E-34 AP003725 -0.089 
5969 HW08M04 putative Myoinositol Oxygenase [Oryza sativa] 2E-84 AL505527 -0.08 
8322 HS01J24 Interleukin 2 Rezeptor, beta-Kette [Mus musculus]  0,7 NM_008368 -0.070 
7125 HO03F20 putatives LHY Protein [Oryza sativa] 9E-46 CD053856 -0.069 
916 HW07D15 CREG2-Protein-ähnlich [Oryza sativa] 4E-44 AL502330 -0.041 
10359 HO14O16 frühes Embryogenese Protein [Oryza sativa] 2E-13 AAD10370.1    0.021 
 
Stickstoffstoffwechsel 
  
5313 HK03I10 Nodulin/Glutamat-Ammonium Ligase-ähnliches Protein [Arabidopsis thaliana] 2E-16 NP_190886.2   -0.115 
 
Protein 
  
9730 HX02A08 40S ribosomales Protein S17 [Oryza sativa] 1E-35 NP_175365.1 -0.309 
9997 HP01O19 putative Cystein-Proteinase [Arabidopsis thaliana]  7E-11 NC_003070 -0.179 
6658 HO14K19 Subtilase SP1 [Oryza sativa]  9E-42 AF200467 -0.169 
1216 HG01J08 putative DegP Protease [Oryza sativa] 4E-64 O22609        -0.164 
1424 HE01J04 putative CBL-interagierende Proteinkinase [Oryza sativa] 7E-5 NP_180595.1   -0.13 
6620 HO05J02 coated vesicle Membranprotein-ähnlich [Oryza sativa] 5’ 
putative Protein Kinase [Arabidopsis thaliana] 3’ 
1E-73 
4E-43 
NP_187425.1 -0.129 
7443 HO09C03 putative Serin/Threonin Kinase [Oryza sativa]  3E-51  AC090486 -0.123 
3690 HP01L19 putativer ADP-Ribosylierungsfaktor [Oryza sativa] 1E-31 NP_568553.1   -0.116 
2690 HK06C16 GSK-ähnliche Kinase [Triticum aestivum] 1E-136 AAM77397.1   -0.103 
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interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier 
Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Accession Nr 
Homolog 
DI-
Wert 
 
Photosynthese 
  
1578 HP01O18 Chlorophyll a/b-bindendes Protein Precursor (cab-48) [Zea mays]  3E-16 X63205 -0.277 
2896 HE01N10 Chlorophyll a/b-bindendes Protein WCAB Precursor [Triticum aestivum] 1E-138 AAB18209.1    -0.263 
3168 HG01J16 Glycolatoxidase [Oryza sativa] 2E-58 T02150        -0.227 
4192 HG01I24 Chlorophyll a-b bindendes Protein [Triticum aestivum] 6E-83 A24039        -0.219 
3344 HE01E12 Chlorophyll a/b bindendes Protein [Oryza sativa] 3E-47 AAT81763.1 -0.200 
2541 HA04F09 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 5’ 
Chlorophyll a/b bindendes Protein [Oryza sativa] 3’ 
1E-58 
1E-78 
AAK00454.1  
BQ656477   
-0.190 
3982 HA10D16 Chlorophyll a/b-bindendes Protein WCAB Precursor [Triticum aestivum] 2E-83 BU976744 -0.188 
1162 HP01G12 Chlorophyll a/b-bindendes Protein WCAB Precursor [Triticum aestivum] 1E-132 AAB18209.1    -0.183 
1520 HE01L05 Chlorophyll a/b-bindendes Protein WCAB Precursor [Triticum aestivum] 1E-128 AAB18209.1    -0.158 
880 HE01P01 Ribulose-bisphosphate Carboxylase Aktivase [Hordeum vulgare] 2E-21 B23703        -0.146 
2186 HP01F10 Chlorophyll a/b-bindendes Protein WCAB Precursor [Triticum aestivum] 6E-94 AAB18209.1    -0.141 
1706 HP01O22 Pathogen-induziertes Protein WIR1A [Triticum astivum] 3’ 
Chlorophyll a/b-bindendes Protein Typ III Precursor [Hordeum vulgare] 5’ 
8E-8 
1E-59 
BQ661942 
BQ468327 
-0.119 
9329 HO04E03 Ribulose-1,5-bisphosphate Carboxylase/Oxygenase kleine UE [Triticum aestivum] 6E-83 CD053535  -0.101 
6109 HG01A01 Oxygen-evolving enhancer Protein 3-1 [Oryza sativa] 2E-26 BQ659872 -0.093 
7475 HO05I21 Chlorophyll a/b-bindendes Protein II Precursor [Oryza sativa]  8E-84 CD058217 -0.074 
 
Redox 
  
1992 HY10A14 putative Phospholipid Hydroperoxid Glutathione Peroxidase [Oryza sativa]  1E-77 AJ270955 -0.105 
 
RNA 
  
2634 HP01L16 putativer Finger Transkriptionsfaktor [Oryza sativa] 2E-1 BQ661891 -0.193 
9012 HO01M09 LHY Protein [Phaseolus vulgaris] 5E-36 CAD12767 -0.166 
1754 HS04F20 putatives Pollen-specifisches LIM Domänen Protein [Oryza sativa] 2E-21 BQ467622 -0.111 
 
Sekundärstoffwechsel 
  
1392 HE01H04 putative Laccase [Oryza sativa] 6E-42 BQ659466 -0.103 
5233 HK06E02 o-Methyltransferase [Oryza sativa] 4E-23 AL500356       -0.365 
6690 HO08E06 putative 4-Coumarat-CoA Ligase [Oryza sativa] 2E-56 CK567897 -0.019 
 
Signalwege 
  
7014 HO04G14 Rezeptor-ähnliche Kinase [Oryza sativa]  4E-32 AF238473 -0.187 
6995 HO14M20 putative Leucinreiche Rezeptor-ähnliche Proteinkinase [Oryza sativa] 1E-29 CK569907 -0.152 
589 HA02B14 Dehydrin 13 [Hordeum vulgare] 2E-2 BQ459175 -0.089 
 
Sonstiges 
  
9373 HO04A04 putatives Cytochrom P450 [Oryza sativa] 2E-85 AAG13504.1    -0.264 
3473 HK04D14 OSJNBa0043L09.30 [Oryza sativa] 1E-26 AL450785 -0.178 
2865 HK04I12 putative Lipase [Oryza sativa] 3E-2 AL500021 -0.156 
9847 HO04P15 unbekanntes Protein [Oryza sativa] 3E-94 CD058383 -0.149 
8106 HO05D07 Lipase-ähnlich [Oryza sativa] 4E-81 CK566952 -0.104 
2892 HV02L23 putatives In2.1 Protein [Triticum aestivum] 1E-69 Y17386 -0.103 
7812 HO03C07 putatives Lectin [Hordeum vulgare] 1E-91 CAB40792.1    -0.066 
7916 HE01C14 PA: Klasse III Peroxidase 30 Precursor [Oryza sativa] 2E-53 BQ461125 -0.055 
 
Stress 
  
5982 HK04I03 putatives Membranprotein [Hordeum vulgare] 3E-8 AL450845 -0.414 
9731 HO01P12 Germin-ähnliches Protein [Hordeum vulgare] 5’ 
Translation Elongationsfaktor 1 alpha [Metarhizium anisopliae] 3’ 
9E-57 
2E-51 
T05956 
CK565938        
-0.23 
4529 HK04J17 Germin F [Hordeum vulgare] 1E-124 AAG00427.1    -0.057 
2672 HD04K15 frühes Trockenheit induziertes Protein [Oryza sativa] 6E-09 AAM46894.1   -0.054 
 
TCA 
  
1632 HG01D09 Carboanhydrase 3 [Oryza sativa] 3E-36 BQ659919 -0.140 
 
TP-Synthese 
  
8771 HO12M10 unbekanntes Proteinprodukt [Oryza sativa]  1E-145 BAA87823.1    -0.123 
 
Transport 
  
8410 HO09K22 putatives Protein [Arabidopsis thaliana] 9E-71 NP_194294.1 -0.113 
3939 HW04J15 PIP Aquaporin [Hordeum vulgare] 1E-119 AL504228 -0.032 
 
Zelle 
  
6899 HO04F14 putatives Salztoleranz Protein 5 [Oryza sativa] 1E-59 CK566689 -0.099 
 
Zellwand 
  
2480 HE01I09 CSLF6 [Oryza sativa] 1E-121 AAL38530.1    -0.175 
1347 HW04P08 putativer Pectinacetylesterase Precursor [Oryza sativa] 9E-35 AL501663 -0.107 
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Tabelle II. 3: induzierte Gene der Wirt-Interaktion (9) 
interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier 
Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Accession 
Nr. Homo-
log 
DI-
Wert 
 
CHO-SW (minor) 
   
1220 HW06C09 Trehalose-6-Phosphat Phosphatase [Oryza sativa] 5E-86 AL504706 -0.109 
 
Hormonstoffwechsel 
   
7128 HO11F10 putative 12-Oxophytodienoic acid Reduktase [Oryza sativa] 2E-41 CK568835 -0.068 
 
Lipidstoffwechsel 
   
4994 HW01A21 putative Acyl-CoA Oxidase [Hordeum vulgare] 8E-11 AL500557 0.026 
 
nicht zugeordnet 
   
7471 HI04K14 hypothetisches Protein [Oryza sativa]  5E-30 BQ463284 -0.043 
2949 HY01E03 putatives HD Domänen Protein [Oryza sativa] 5’ 
lumenal binding Protein cBiPe2 [Zea mays] 3’ 
6E-99 
3E-16 
AL505985 
AL509270 
-0.038 
 
Protein 
   
2797 HA03B04 Cap-bindendes Protein nCBP [Arabidopsis thaliana] 4E-90 AF028809 -0.043 
 
Sonstiges 
   
8298 HT01D11 Glutathione Transferase [Triticum aestivum] 1E-90 X56012 -0.153 
7775 HT01L10 hypothetisches Protein [Oryza sativa] 2E-27 BQ663097 -0.016 
 
Stress 
   
5649 HW08H19 bZIP Transkriptionsfaktor ZIP1 [Hordeum vulgare] 9E-1 AL502708 -0.125 
 
 
Tabelle II. 4: reprimierte Gene der Wirt-Interaktion (17) 
interne 
lfd. Nr. 
Sequence 
identifier 
Beschreibung (xblast, [Organismus]) e-Wert 
Accession 
Nr Homolog 
DI-
Wert 
 
CHO-SW (minor) 
   
8037 HO05H08 WSI76 Protein induziert bei Wasserstress [Oryza sativa]  4E-19 D26537 0.038 
 
Lipidstoffwechsel 
   
4577 HK03H24 putative Lipase [Oryza sativa]  2E-52 AC006233 0.021 
7130 HY08F24 Typ 1 nsLTP Precursor [Triticum aestivum] 1E-48 AL511533 0.063 
 
nicht zugeordnet 
   
3200 HG01B17 CONSTANS-ähnliches Protein [Hordeum vulgare] 2E-64 BQ463682 -0.111 
7351 HO04C16 nucleärer Hormonrezeptor [Caenorhabditis elegans]  5,4 NM_070764 -0.092 
9503 HO13E04 putativer Phytosulfokin Precursor [Oryza sativa]  2E-09 AC103891 -0.091 
3136 HG01H16 hypothetisches Protein [Oryza sativa]  4E-15 AP002537 -0.083 
6969 HO06H23 Aktin-bindendes Protein [Arabidopsis thaliana] 2E-30 CD057929 -0.011 
6913 HO10B22 unbekanntes Protein [Davidia involucrata] 2E-70 AF448811 0.006 
977 HK04E07 putativer beta-Glucosidase Isozyme 2 Precursor [Oryza sativa] 2E-12 AL450794 0.029 
4070 HY04J11 Prolamin [Oryza sativa] 5’ 
Transmembranprotein [Hordeum vulgare] 3’ 
6E-11  
1E-39 
M23745 
AL510324 
0.041 
 
Protein 
   
8151 HO05P21 RuBisCo UE bindendes Protein beta-UE [Zea mays] 7E-50 CK567195 0.062 
 
Photosynthese 
   
8261 HO05I23 Ribulose-1,5-bisphosphate Carboxylase/Oxygenase kl. UE [Triticum aestivum]  1E-96 AB042065 -0.073 
1056 HG01L07 putative Photosystem I Reaktionszentrum UE V [Oryza sativa] 5E-39 BQ463878 -0.063 
 
RNA 
   
8071 HO04J19 exprimiertes Protein [Oryza sativa] 1E-30 CD053424 -0.111 
 
Signalwege 
   
6733 HO05C17 kleines GTP-bindendes Protein [Triticum aestivum] 1E-101 CD058303 -0.013 
 
Transport 
   
481 HK03J13 putatives Ca2+/H+-austauschendes Protein [Oryza sativa] 1E-81 BAB89095 -0.041 
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Alignment der LTP-kodierenden Kandidatengene der Nichtwirt-
Interaktion (Tabelle 3.5) 
 
Alignment der mRNA-Sequenz des Gens LTP Precursor [Hordeum vulgare] (HV018127) mit dem Kandidaten-
genfragment HK04C13u 
HVU18127 C C A C C A G T A C A A T C A C T T A G C A A A T C T A G C T A T C T C A T C A T C T G CGG C T T A G C T C A C C A C C A C T A C T A T T 70
HK04C13u - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T C A T C A T C T G CGG C T T A G C T C A C C A C C A C T A C T A T T 36
HVU18127 G C T A G C T T G A T CG A A A T GG C C CG T T C T G C A G C T A C T C A G C T CG T G C T GG T CG C C A T GG T G G C CG C T A T G C 140
HK04C13u G C T A G C T T G A T CG A A A T GG C C CG T T C T G C A G C T A C T C A G C T CG T G C T GG T CG C C A T GG T G G C CG C T A T G C 106
HVU18127 T C C T CG T A G C CG C CG A CG C A G C C A T C T C C T G CGG T C A GG T G A G C T C T G C C T T G CG C C C C T G C A T T T C C T A 210
HK04C13u T C C T CG T A G C CG C CG A CG C A G C C A T C T C C T G CGG T C A GG T G A G C T C T G C C T T G CG C C C C T G C A T T T C C T A 176
HVU18127 T G C C A G CGG C A A CGG CGG C A T C C T G C C T C C GG C C T G C T G C A G CGG CG T C A A G A G A T T GG C CGG CG C A G CG 280
HK04C13u T G C C A G CGG C A A CGG CGG C A T C C T G C C T C C GG C C T G C T G C A G CGG CG T C A A G A G A T T GG C CGG CG C A G CG 246
HVU18127 C A G A G C A C CG C T G A C A A G C A A G CGG T G T G C A A G T G C A T C A A G A G CG C T G C CG C T GGG T T A A A CG C T GG C A 350
HK04C13u C A G A G C A C CG C T G A C A A G C A A G CGG T G T G C A A G T G C A T C A A G A G CG C T G C CG C T GGG T T A A A CG C T GG C A 316
HVU18127 A GG C CG C CGG C A T C C C C T C C A A G T G CGG CG T C A G CG T C C C C T A C T C C A T C A - G C A C T T C C G T CG A C T G C T 419
HK04C13u A GG C CG C CGG C A T C C C C T C C A A G T G CGG CG T C A G CG T C C C C T A C T C C A T C A A G C A C T T C C G T CG A C T G C T 386
HVU18127 C T A A G A T T C A C T G A T - CG A C C A C T T G C T G C CG T CG T T T C T G C C T A T A G C T C C A - G C T A T C G A T G C T G A G A 487
HK04C13u C T A A G A T T C A C T G A T T CG A C C A C T T G C T G C CG T CG T T T C T G C C T A T A G C T C C A A G C T A T C G A T G C T G A N A 456
HVU18127 CG C T G A G T A C G T T - G A GG T T A T T T A C A C A A C C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A T A T A T A T G A A T A A A T G A 556
HK04C13u CG C T G A G T A C G T T T N A GG T T A T T T A C A C A A C C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A T A T A T A T G A A T A A A T G A 526
HVU18127 T C T C A T A T A T T A T C T C C     573
HK04C13u T T T C A A A T A T T A A C T C C A T G T 547
 
 
Alignment der mRNA-Sequenz des Gens CW18 (LTP2) [Hordeum vulgare] (X68655) mit den Kandidatengen-
fragmenten HO02B01S und HK03J16 
X68655 - - A G C A A A T C T A G C T A T C T C A T T G C C A C C C T C T C C C CG T G A G C C C A C C A C C A C A A C T G C A C C T T A C T C CG 68
HO02B01S C T G NGG A A T T CGG C A CG A GG A T T G C C A C C C T C T C C C CG T G A G C C C A C C A C C A C A A C T G C A C C T T A G T C CG 70
HK03J16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68655 T CG A G A T GG C T CG C A C T G C A G C A A C C A A G C T CG CG C T GG T CG C C C T GG T - GG CGG C A A T G C T C C T CG T A G 137
HO02B01S T CG A G A T GG C T CG C A C T G C A G C A A C C A A G C T CG CG C T GG T CG C C C T GG T - GG CGG C A A T G C T C C T CG T A G 139
HK03J16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T GG T CG C C C T T G T T GG CGG C A A T G C T C C T GG T A G 34
X68655 C CG C CG A CG C GG C C A T C A C C T G CGG C C A GG T G A G C T C T - G C C T T GGG C C C C T G CG C CG C C T A CG C A A A A G 206
HO02B01S C CG C CG A CG C GG C C A T C A C C T G CGG C C A GG T G A G C T C T - G C C T T GGG C C C C T G CG C CG C C T A CG C A A A A G 208
HK03J16 C CG C CG A CG C GG C C A T C A C T T G CGG C C A GG T G A G C T T T T G C C T T GGG C C C C T G CG C CG C C T A CG C A A A A G 104
X68655 G C A G CGG C A C C A G C C C T T C T G CGGG C T G C T G T A G CGG A G T C A A G A G A T T G G C CGG C T T A G CG CGG A G C A C 276
HO02B01S G C A G CGG C A C C A G C C C T T C T G CGGG C T G C T G T A G CGG A G T C A A G A G A T T G G C CGG C T T A G CG CGG A G C A C 278
HK03J16 G C A G CGG C A C C A G C C C T T T T G CGGG T T G C T G T A G CGG A G T C A A G A G A T T G G C CGG C T T A G CG CGG A G C A C 174
X68655 CG C CG A C A A G C A A G C T A CG T G C A GG T G C C T C A A G A G T G T C G C CGG CG CG T A C A A CG C CGG A A GGG C CG C A 346
HO02B01S CG C CG A C A A G C A A G C T A CG T G C A GG T G C C T C A A G A G T G T C G C CGG CG CG T A C A A CG C CGG C A GGG C CG C A 348
HK03J16 CG C CG A C A A G C A A G C T A CG T G C A GG T G C C T C A A G A G T G T C G C CGG CG CG T A C A A CG C CGG C A GGG C CG C A 244
X68655 GG C A T C C C C T C C A GG T G CGG GG T C A G CG T C C C C T A C A CG A T C A G CG C C A G T G T CG A C T G C T C C A A G A T C C 416
HO02B01S GG C A T C C C C T C C A GG T G CGG CG T C A G CG T C C C C T A C A CG A T C A G CG C C A G T G T CG A C T G C T C T A A G A T C C 418
HK03J16 GG C A T C C C C T C C A GG T G CGG CG T C A G CG T C C C C T A C A CG A T C A G CG C C A G T G T CG A C T G C T C T A A G A T C C 314
X68655 A C T G A T CG A A CG C C T G C T T C C A T C A T A G C C G C T C A T A C C T C C A G CG A T CG A CG C T T GG A A GG T T G A GG T C 486
HO02B01S A C T G A T CG A A C A CG T G C T - - - - - - - - - - - - C C C C A T A T C T C C A G CG A T CG A CG C T T GG T A GG T T G A GG T C 476
HK03J16 A C T G A T CG A A C A CG T G C T - - - - - - - - - - - - C C C C A T A T C T C C A G CG A T CG A CG C T T GG T A GG T T G A GG T C 372
X68655 A C A T A CG C A T A T A T A C A T A T A C A T G A A T A A A T C C T C T G T T A T G A T C T C C A T GGG A G A G A G A GGGG A GG A C 556
HO02B01S A C A T A C A C A T A T A T A C A T A T A C A T G A A T A A A T C C T C T G T T A T G A T C T C C A T G A G A G A G A G A GGGG A GG A C 546
HK03J16 A C A T A C A C A T A T A T A C A T A T A C A T G A A T A A A T C C T C T G T T A T G A T C T C C A T G A G A G A G A G A GGGG A GG A C 442
X68655 G T A CG C T G A G C C A - G C T - C T A C A T GG C CG C T C A C T G T T - G T A T CGG - T T T T G T A T C A - G T G T T T - G A T T G 620
HO02B01S G T A CG C T G A G C C A A G C T T C T A C A T GG C CG C T C A C T G T T T G T A T CGGG T T T T G T A T C A A G T G T T T T G A T T G 616
HK03J16 G T A CG C T G A G C C A - G C T N - T A C A T GG C CG C T C A C T G T T - G T A T CGG - T T T T G T A T C A - G T G T T T - G A T T G 506
X68655 T T T G - T T C A C T C C C T T T - G A GG A - G A C A C A T A C - GGG A - G T T T - G C T - G T A C - G - T T G T A C C A - T GGG - C 679
HO02B01S T T T GG T T C A C T C C C T T T T G A GG A A G A C A C A T A C CGGG A A G T T T T G C T T G T A C CG N T T G T A C C A A T GGGG C 686
HK03J16 T T T G - T T C A C T C C C T T T - G A GG A - G A C A C A T A C - GGG A - G T T T - G C T - G T A C - G - T T G T A C C A - T GGG - C 565
X68655 A C T T A T GG T A T A T GG A T T A T A A A T T A A T C T A G C C T A T T T G G T T A A A A A A A A A 731
HO02B01S A C T T A T GG T                                            695
HK03J16 A C T T A T GG T A T A T GG A T T A T A A A T T A A T C T A G C T C T A T T T GG T T         609
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Alignment der mRNA-Sequenz des Gens CW21 (LTP4) [Hordeum vulgare] (X68654) mit den Kandidatengenfragmen-
ten HVD2H14, HK05F10 und HK05P10 
X68654 - - - - - - - - - - - - - - - - - - A G C C A T C T C A T C A T C T C C A G C T G A G C T CGG T T G CG C T A C T A T T C C A A A C T C A 52
HV02H14 CGG C A CG A GG G C A A A T C T A G C C A T C T C A T C A T C T C C A G C T G A G C T CGG C T G CG C T A C T A T T C C A A A C T C A 70
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 T T A GGG A T GG C T CG CG C T G C AG C T A G T C A G C T CG T G C T GG T CG C C C T G G T GG C CG C C A T G C T C C T CG T A G 122
HV02H14 T T A GGG A T GG C T CG CG C T G C AG C T A G T C A G C T CG T G C T GG T CG C C C T G G T GG C CG C C A T G C T C C T CG T A G 140
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 C CG C CG A CG C GG C C A T C T C C T G CGG T C AG G T G A G C T C T G C C T T G A G C C C C T G C A T C T C C T A T G C C CG CGG 192
HV02H14 C CG C CG A CG C GG C C A T C T C C T G CGG T C AG G T G A G C T C T G C C T T G A G C C C C T G C A T C T C C T A T G C C CG CGG 210
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 C A A CGG CG C C A A A C CG C C T G CG G C C T G C T G C A G CG G CG T C A A G A G A C T GG C CGG CG C T G C C C A G A G C A C C 262
HV02H14 C A A CGG CG C C A A A C CG C C T G CG G C C T G C T G C A G CG G CG T C A A G A G A C T GG C CGG CG C T G C C C A G A G C A C C 280
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 G C T G A C A A A C A A G CGG CG T G C A A G T G C A T C A A G AG CG C T G C T GG T GGG C T A A A CG C T GG C A A GG C CG C CG 332
HV02H14 G C T G A C A A A C A A G CGG CG T G C A A G T G C A T C A A G AG CG C T G C T GG T GGG C T A A A CG C T GG C A A GG C CG C CG 350
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 G C A T C C C C T C C A T G T G CGG C G T C A G CG T C C C C T A CG C C A T C A G CG C T T C C G T CG A C T G C T C T A A G A T T CG 402
HV02H14 G C A T C C C C T C C A T G T G CGG C G T C A G CG T C C C C T A CG C C A T C A G CG C T T C C G T CG A C T G C T C T A A G A T T CG 420
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 C T G A T C A A C C A C T T G C T G C C T A T A G C C C C A G C A A T CG A CG C T G A G T A CG T T G AG G T C A C A C A T A C A T A C A 472
HV02H14 C T G A T C A A C C A C T T G C T G C C T A T A G C C C C A G C A A T CG A CG C T G A G T A CG T T G AG G T C A C A C A T A C A T A C A 490
HK05F10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C T G A G T A CG T T G AG G T C A C A C A T A C A T A C A 30
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 T A T A T A T G A A T A A A T G C T C T C A T A T T A T C T T C A T G T GGG A T A T A T A T A G A G A G A G A C A G A G A G A G AG A GG 542
HV02H14 T A T A T A T G A A T A A A T G C T C T C A T A T T A T C T T C A T G T GGG A T A T A T A T A G A G A G A G A C A G A G A G A G AG A GG 560
HK05F10 T A T A T A T G A A T A A A T G C T C T C A T A T T A T C T T C A T G T GGG A T A T A T A T A G A G A G A G A C A G A G A G A G AG A GG 100
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 A CG G A G T A T C T A T G T T G A G C C A G T T C T G C A T GG C CGG C C A T A C T G T T C T A T C C A T G T T T G G T T G T T C C T T 612
HV02H14 A CG G A G T A T C T A T G T T G                                                      577
HK05F10 A CG G A G T A T C T A T G T T G A G C C A G T T C T G C A T GG C CGG C C A T A C T G T T C T A T C C A T G T T T G G T T G T T C C T T 170
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
X68654 C A C T C C C T T T G A GGGG A C C C A A G A G T T T A T T G T A T T T T G T A C C A T G T G C A C T G T T G A T A T A T G A A T C A T A 682
HV02H14                                                                       
HK05F10 C A C T C C C T T T G A GGGG A C C C A A G A G T T T A T T G T A T T T T G T A C C A T G T G C A C T G T T G A T A T A T G A A T C A T A 240
HK05P10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A T T G N A T T T T G T A C C A T G T G C A C T G T T G A T A T A T G A A T C A T A 42
X68654 C A C T C A G C T A T G C C T G CG T G CG                    704
HV02H14                                          
HK05F10 C A C T C A G C T A T G C C T G CG T G CG T CG T T A T T C A A C T       275
HK05P10 C A C T C A G C T A T G C C T G CG T G CG T CG T T A T T C A A A A A A A A A T 83
 
 
Alignment der mRNA-Sequenz des Gens LTP4.3 [Hordeum vulgare] (Z66528) mit dem Kandidatengenfragment 
HS02P06 
Z66528 A C A C T C A C T T AG C A A A T C T A G C T A T C T C A T C A T C T C CG G C T T A G C T C A C C A C C A C T A C T A T T G C T A G C T T 70
HS02P06 CGG C A CG AG G AG C A A A T C T A G C T A T C T C A T C A T C T C CG G C T T A G C T C A C C A C C A C T A C T A T T G C T A G C T T 70
Z66528 G T G A T CG A A A T G G C T CG CG C T G C A G C T A C T C A G C T CG T G C T GG T CG C C A T GG T GG C CG C T A T G C T C C T CG 140
HS02P06 G T G A T CG A A A T G G C T CG CG C T G C A G C T A C T C A G C T CG T G C T GG T CG C C A T GG T GG C CG C T A T G C T C C T CG 140
Z66528 T A G C C A C CG A CG CGG C C A T C T C C T G CG G T C A GG T G A G C T C T G C C T T G A G C C C T T G C A T C T C C T A T G C C CG 210
HS02P06 T A G C C A C CG A CG CGG C C A T C T C C T G CG G T C A GG T G A G C T C T G C C T T G A G C C C T T G C A T C T C C T A T G C C CG 210
Z66528 CGG C A A CGG C G C C A A A C CG C C T G T GG C C T G C T G C A G CG G C G T C A A G A G A C T GG C CGG CG C A G C C C A G A G C 280
HS02P06 CGG C A A CGG C G C C A A A C CG C C T G T GG C C T G C T G C A G CG G C G T C A A G A G A C T GG C CGG CG C A G C C C A G A G C 280
Z66528 A C CG C T G A C A AG C A A G CGG C G T G C A A G T G C A T C A A G A G CG C T G CG GG T GG G C T A A A CG C T GG C A A GG C CG 350
HS02P06 A C CG C T G A C A AG C A A G CGG C G T G C A A G T G C A T C A A G A G CG C T G CG GG T GG G C T A A A CG C T GG C A A GG C CG 350
Z66528 C CGG A A T C C C C T C C A T G T G C GG CG T C A G CG T C C C C T A CG C C A T C A G CG C T T C CG T CG A C T G C T C T A A G A T 420
HS02P06 C CGG A A T C C C C T C C A T G T G C GG CG T C A G CG T C C C C T A CG C C A T C A G CG C T T C CG T CG A C T G C T C T A A G A T 420
Z66528 T CG C T G A T CG A C C A C T T G C T G T C A T C C T T G C T G C C T A T A G C T C C A G C T A T CG A T C C T G A G A C A C T G A G T A 490
HS02P06 T CG C T G A T CG A C C A C T T G C T G T C A T C C T T G C T G C C T A T A G C T C C A G C T A T CG A T C C T G A G A C A C T G A G T A 490
Z66528 CG T T G A GG T T A T T T A C A C A A C A C A C A C A C A C A T A T A T A T G A A T A A A T G C T C T C A T A T A T T A T C T C C A T G T 560
HS02P06 CG T T G A GG T T A T T T A C A C A A C A C A C A C A C A C A T A T A T A T G A A T A A A T G C T C T C A T A T A T T A T C T C C A T G T 560
Z66528 G GG AG A G A A A G A G A G A G A G A G 581
HS02P06 G GG AG A G A A A G A G A G A G A G A G 581
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Fremdgenfragmente, die in die BSMV γ-Untereinheit kloniert wurden 
(Tabelle 2.6) 
 
Mlo (pT7-BSMV-γMlo_as) 
GCATTTTGTGTGGACAGTGGCCACGCCCGGCTTGAAGAAATGCTACCACACGCAGATCGGGCTGAGCATCATGAAGGTGG  80 
TGGTGGGGCTAGCTCTCCAGTTCCTCTGCAGCTATATGACCTTCCCCCTCTACGCGCTCGTCACACAGATGGGATCAAAC  160 
ATGAAGAGGTCCATCTTCGACGAGCAGACGTCCAAGGCGCTCACCAACTGGCGGAACACGGCCAAGGAGAAGAAGAAAGT  240 
CCGAGACACGG 
 
LTP (pT7-BSMV-γLTP_as) 
CTGCAGCTACTCAGCTCGTGCTGGTCGCCATGGTGGCCGCTATGCTCCTCGTAGCCGCCGACGCAGCCATCTCCTGCGGT  80   
CAGGTGAGCTCTGCCTTGCGCCCCTGCATTTCCTATGCCAGCGGCAACGGCGGCATCCTGCCTCCGGCCTGCTGCAGCGG  160 
CGTCAAGAGATTGGCCGGCGCAGCGCAGAGCACCGCTGACAAGCAAGCGGTGTGCAAGTGCATCAAGAGCGCTGCCGCTG  240 
GGTTAAACGCTGGCAAGGCCGCCGGCATCCCCTCCAAGTGCGGCGTCAGCGTCCCCTACTCCATCAAGCACTTCCGTCGA  320 
CTGCTCTA 
 
Ascorbat Peroxidase (pT7-BSMV-γAPOX_as) 
TTTTCCACTCAGATGGGTTTGAGTGACCAGGACATTGTTGCTCTTTCTGGTGGTCACACCCTGGGAAGATGCCACAAGGA  80 
GAGATCTGGGTTTGAGGGAGCCTGGACCGCCAACCCTTTGATCTTCGACAACTCTTACTTCACTGAGCTCCTGAGTGGGG  160 
AGAAGGAAGGTCTTCTTCAGTTGCCGACCGACAAGGTCCTGCTGACTGAC 
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